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RIASSUNTO 
Background. Tra le patologie tumorali, il carcinoma del colon-retto (CRC) è una delle 
principali cause di morte in tutto il mondo. Il tasso di sopravvivenza a 5 anni dopo resezione 
chirurgica è del 25-40%, nonostante i regimi di chemioterapia adiuvante. 
Il sistema immunitario dei pazienti affetti da cancro è estremamente compromesso e 
incapace di esercitare una risposta anti-tumorale efficace. Alcuni meccanismi di tumor-
escape coinvolgono le cellule dendritiche (DC), le più importanti cellule presentanti 
l’antigene, con un ruolo centrale nell’immunità sia innata che adattativa. 
Le cellule dendritiche rappresentano solo lo 0.1-1% delle cellule mononucleate del sangue 
periferico (PBMC), e, nel loro stato immaturo, sono distribuite in maniera ubiquitaria in tutti 
i tessuti, dove svolgono la funzione di uptake e processazione di antigeni riconosciuti come 
non-self. Una volta catturato, le DC vanno incontro a maturazione, e migrano agli organi 
linfoidi secondari, dove presentano l’antigene ai linfociti T, generando una risposta 
immunitaria antigene-specifica. 
In pazienti affetti da cancro alla prostata, alla mammella, e al fegato è stato osservato che 
diversi fattori prodotti dal tumore, quali VEGF, IL-6, IL-10, inducono difetti quantitativi e 
funzionali delle DC, che promuovono uno stato di tolerogenicità verso il tumore stesso. 
Nei pazienti affetti da CRC sono stati eseguiti diversi studi circa il grado di infiltrazione 
intra-tumorale delle cellule del sistema immunitario, con risultati discordanti. Invece, studi 
concernenti lo status di queste cellule a livello sistemico sono ancora scarsi, nonostante la 
notevole importanza delle DC circolanti e di quelle derivate in vitro dai monociti (MoDC) al 
fine di ottenere una risposta anti-tumorale efficace, e di identificare nuovi approcci 
immunoterapici maggiormente efficienti e personalizzati per ogni singolo individuo. 
Scopo dello studio. L’obiettivo di questo lavoro consiste nello studio dello status delle DC nei 
pazienti affetti da CRC al fine di contribuire a spiegare i meccanismi di tumor-escape e di 
identificare potenziali parametri immunologici utili per la stadiazione, la prognosi e la 
terapia. Inoltre la caratterizzazione delle DC in vitro potrebbe fornire utili criteri biologici per 
la valutazione delle DC come possibili candidati per l’approccio immunoterapico. 
Metodi. 26 pazienti affetti da CRC sono stati inclusi nello studio, prima della resezione 
chirurgica, e caratterizzati per l’enumerazione ex vivo delle DC circolanti mieloidi (mDC) e 
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plasmacitoidi (pDC), e per la valutazione in vitro della capacità dei monociti di differenziare 
in DC, confrontando i risultati con i controlli sani (HC). Inoltre le stesse analisi sono state 
eseguite a diversi time-point fino ad un massimo di 12 mesi dopo l’operazione chirurgica, al 
fine di definire lo status delle DC dopo trattamenti convenzionali, quali la chirurgia e/o la 
chemioterapia. 
Le DC circolanti dei controlli e dei pazienti con CRC sono enumerate direttamente sul 
campione sangue periferico in toto raccolto in EDTA attraverso analisi citofluorimetrica 
multiparametrica. Le cellule dendritiche sono identificate come cellule CD14-CD16-CD85K+ 
e CD33+ o CD123+ per il subset mieloide e plasmacitoide, rispettivamente. 
Per la generazione delle DC in vitro, le cellule mononucleate del sangue periferico sono 
isolate tramite gradiente di densità Ficoll-Hypaque da campioni dei controlli e dei pazienti 
raccolti in eparina. Le cellule CD14+ sono purificate dalle PBMCs tramite selezione 
immunomagnetica e coltivate alla concentrazione di 1x106 cell/ml in terreno RPMI 1640 
completo supplementato con GM-CSF e IL-4 (both 50 ng/ml). Dopo 6 giorni di coltura, è 
aggiunto alla coltura LPS (100 ng/ml) per ulteriori 24 ore di incubazione, al fine di indurre la 
maturazione delle DC. Le analisi fenotipiche e funzionali sono eseguite tramite 
citofluorimetria sulle cellule coltivate non aderenti. Al giorno +6 la generazione delle MoDC 
è valutata tramite l’analisi dell’espressione della molecola CD14, e la funzionalità come 
capacità di fagocitare la sostanza FITC-destrano. Al giorno +7, la maturazione delle DC è 
determinata fenotipicamente tramite la valutazione dell’espressione delle molecole CD40, 
CD80, CD83 e HLA-DR, mentre a livello funzionale è valutata sia la capacità delle DC di 
indurre la proliferazione di linfociti T naïve, tramite il saggio di reazione linfocitaria mista 
(MLR), sia la secrezione di citochine in coltura da parte delle DC (IL-6, IL-10, IL-12, TNF-α e 
TGF-β1) tramite analisi ELISA. 
L’analisi statistica è effettuata utilizzando il software GraphPadPrism. I risultati sono espressi 
come valore medio ± errore standard della media (SEM). Differenze significative nel 
confronto tra i controlli sani e i pazienti sono determinate con il test di Student a due code o 
il test di Mann-Whitney, a seconda che i valori seguano una distribuzione normale o meno, 
rispettivamente. Valori di p<0.05 sono considerati statisticamente significativi. 
Risultati. Al primo time-point, il numero assoluto di pDC nei pazienti è significativamente 
inferiore rispetto ai controlli, e ciò può essere principalmente attribuito ai pazienti in stadio 
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III-IV. Il numero assoluto di mDC invece non mostra differenze rispetto ai controlli; il 
numero totale di DC circolanti nei pazienti in stadio III-IV è significativamente ridotto 
rispetto ai soggetti sani. Ai prelievi successivi, il numero di DC circolanti non mostra alcuna 
differenza rispetto ai controlli, suggerendo un recupero quantitativo dopo la rimozione del 
tumore. 
Prima delle resezione chirurgica del tumore, i pazienti con CRC mostrano una compromessa 
capacità di generare DC in vitro, e di ottenere DC pienamente mature e funzionali, come 
mostrato dalla riduzione dell’espressione delle molecole co-stimolatorie e dell’antigene 
CD83. Inoltre, la secrezione di IL-10 da parte delle DC mature è significativamente superiore 
nei pazienti in stadio III-IV rispetto ai controlli e ai pazienti in stadio I, mentre la produzione 
di IL-12 e TNF-α è ridotta in maniera significativa nei pazienti in tutti gli stadi rispetto ai 
soggetti sani. Anche la capacità di stimolare la proliferazione di linfociti T allogenici appare 
significativamente inferiore nei pazienti di tutti gli stadi rispetto agli HC. Ai time-point 
successivi si osserva un recupero della capacità differenziativa, mentre quella maturativa 
permane significativamente compromessa, sia dopo resezione chirurgica, sia dopo 
trattamento chemioterapico, come mostrato dalle caratterizzazioni fenotipiche e funzionali. 
La compromissione delle DC sembra persistere fino a 12 mesi dopo l’operazione chirurgica, 
in particolare nei pazienti sottoposti a chemioterapia, anche se la coorte di pazienti deve 
essere incrementata per poter effettuare valutazioni statistiche. 
Conclusioni. La compromissione del numero di DC circolanti e della capacità di generare in 
vitro DC pienamente mature e funzionali potrebbe rappresentare uno dei meccanismi di 
tumor-escape che si verifica nei pazienti con CRC. Queste alterazioni sono correlate alla 
progressione tumorale, dimostrando un peggioramento dello status del sistema immunitario 
non solo locale ma anche sistemico, con l’avanzamento del tumore. Inoltre, la capacità dei 
monociti di generare in vitro DC pienamente mature permane parzialmente compromessa 
anche dopo l’allontanamento del tumore e dopo trattamento chemioterapico, fino a 12 mesi 
dopo la resezione chirurgica. Questa osservazione richiede ulteriori investigazioni con una 
coorte di pazienti più numerosa e un follow-up più lungo, al fine di determinare il 
comportamento delle DC durante la malattia e la remissione. I nostri risultati inoltre 
orientano verso il non utilizzo di DC autologhe in pazienti affetti da cancro colon-rettale, in 
particolare di quelli in stadio avanzato di malattia, per approcci immunoterapici concernenti 
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l’uso di vaccini basati sulle DC, in quanto esse risultano incapaci di indurre una efficiente 
proliferazione e attivazione dei linfociti T, e quindi una efficace risposta immunitaria anti-
tumorale. 
Considerando i numerosi tentativi di elaborare nuovi criteri di classificazione dei pazienti 
con cancro basati sul grado di reazione immunitaria a livello locale, che abbiano un valore 
prognostico superiore rispetto a quelli attuali, e quindi conseguenze importanti nella pratica 
clinica, si ritiene che lo studio delle proprietà fenotipiche e funzionali delle DC debba essere 
considerato come un argomento di estrema importanza. 
Parole chiave: tumore del colon-retto; cellule dendritiche; citofluometria, colture cellulari 
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SUMMARY 
Background. Colorectal cancer (CRC) is one of the leading causes of cancer-related deaths 
worldwide. The 5-years survival rate after surgical resection is 25-40%, despite adjuvant 
chemotherapy. 
Cancer-bearing host immune system is awfully compromised and unable to exert an 
effective anti-tumor response. Some of tumor immunosurveillance-escaping mechanisms 
involve dendritic cells (DCs), the most important antigen presenting cells, with a central role 
in innate and adaptive immunity. 
DCs represent only the 0.1-1% of PBMCs, and, as immature cells, are ubiquitously 
distributed in all tissues, where they uptake and process foreign antigens. After its capture, 
they mature and migrate to secondary lymphoid organs, where present the antigen to T 
lymphocytes, generating an antigen-specific immune response. 
In prostate, breast, liver cancer patients it has been shown that several tumor factors, such as 
VEGF, IL-6, IL-10, induce DC quantitative and functional defects that lead to a tolerogenic 
status towards the tumor. 
In CRC patients several studies have been performed on the immune infiltration in the local 
tumor environment, with nonconforming results. On the contrary, studies on the immune 
status at a systemic level are fewer, despite the considerable importance of circulating DCs 
and of monocyte-derived DCs (MoDCs) to exert an effective anti-tumor immune response, 
and to identify more efficient and personalized immunotherapeutic approaches. 
Aim of the study. The study aimed at investigating DC status in CRC patients in order to 
contribute to elucidate tumor-escape mechanisms and to identify potential immunological 
parameters for staging, prognosis and therapy. Moreover DC in vitro characterization may 
provide biological criteria useful to evaluate dendritic cells as possible candidates for DC-
based immunotherapy. 
Methods. 26 colorectal cancer patients were investigated, prior to surgical resection, by 
enumerating ex vivo circulating myeloid (mDCs) and plasmacytoid DCs (pDCs) and by 
evaluating in vitro monocyte ability to differentiate in DCs, compared to healthy controls 
(HCs). Furthermore we performed several analyses at determined time-points up to a one 
year-follow up, in order to define the immunological trend of CRC patients after surgical 
resection and others conventional treatments, such as chemotherapy. 
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Circulating DCs from HCs and CRC patients were enumerated directly on the whole EDTA-
collected peripheral blood by multiparametric flow cytometric analysis. DCs were identified 
as CD14-CD16-CD85K+ and CD33+ or CD123+ for myeloid and plasmacytoid subset, 
respectively. 
In order to obtain in vitro DC generation, mononuclear cells were isolated by a density-based 
Ficoll-Hypaque gradient from heparinized peripheral blood of healthy controls and CRC 
patients. CD14+ cells were purified from PBMCs by magnetic sorting and cultured at a 
concentration of 1x106 cell/ml in complete RPMI 1640 medium with GM-CSF and IL-4 (both 
50 ng/ml). After 6 days of incubation, LPS (100 ng/ml) was added to the culture for 24 h, in 
order to induce DCs maturation. Phenotypic and functional analysis were performed by flow 
cytometry on all non-adherent cells harvested. On day 6 MoDC generation was evaluated by 
analysis of cell surface CD14 expression, and their function by evaluation of FITC-dextran 
phagocytic activity. On day 7, DC maturation was assessed by measuring CD40, CD80, CD83 
and HLA-DR cell surface expression, and by evaluating DC function, such as the ability to 
induce proliferation of naïve T cells by the primary allo-mixed lymphocyte reaction (MLR) 
assay and cytokine release (IL-6, IL-10, IL-12, TNF-α and TGF-β1). 
Statistical analysis were performed using GraphPadPrism software. Results were expressed 
as mean ± standard error of the mean. Significant differences between CRC and HC groups 
were determined by two-tailed unpaired Student’s t-test or Mann-Whitney test, whether data 
follow Gaussian distribution or not, respectively; p values <0.05 were considered statistically 
significant. 
Results. At the first time-point, the absolute number of pDCs in CRC patients was 
significantly reduced compared to HC, and this result could be mainly referred to stage III-
IV CRC patients. The absolute number of mDCs did not show any significant difference 
compared to HC; moreover the total DC number was significantly lower than HC in the 
group of stage III-IV CRC patients. At the following samplings, circulating DC number did 
not show any difference compared to healthy controls, suggesting a recovery after cancer 
removal. 
Prior to surgical resection CRC patients showed an impaired ability to generate DCs in vitro. 
Moreover CRC patients displayed an impairment of the DC maturation, as shown by the 
reduction of the expression of co-stimulatory molecules and of the antigen CD83. 
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Furthermore IL-10 secretion by mature DCs was significantly higher in stage III-IV CRC 
patients than in controls and stage I patients, whereas IL-12 and TNF-α releases were 
significantly lower in patients belonging to all stages compared to HC. Consistently, the DC 
ability to stimulate allogeneic T cells proliferation was significantly reduced in CRC patients 
belonging to all stages compared to HC. At the following samplings we observed a recovery 
of the monocyte differentiation capacity, but the ability to generate in vitro fully mature and 
functional DCs remained significantly impaired, both after surgical resection and after 
chemotherapy, as shown by phenotypic and functional characterizations. Dendritic cell 
impairment seems to persist also one year after surgery, especially in patients underwent 
chemotherapy, even if the number of analyzed subjects should be increased to obtain a 
statistical validation. 
Conclusion. The impairment of the number of circulating DCs and of the ability to generate 
in vitro fully mature and functional DCs may represent one of the tumor escape mechanisms 
occurred in CRC patients. These alterations are correlated to cancer progression, 
demonstrating that the impairment of immune system worsen not only locally but also 
systemically with the tumor advancement. Moreover, monocyte ability to generate 
completely mature DCs in vitro remains partially compromised also after tumor removal and 
chemotherapy, up to one year after surgery. This observation deserves further investigations 
with a larger patients’ cohort during a longer follow-up in order to verify DC behavior 
during disease and remission. Furthermore our results could suggest that the use of 
autologous DCs in DC based-vaccine immunotherapy involving CRC patients is not 
recommended, especially in advanced cancer subjects, because in vitro DC ability to induce 
an efficient T cell proliferation and activation and therefore an effective anti-tumor immune 
reaction appear compromised. 
Taking account of the efforts to elaborate new classification criteria of cancer patients based 
on local immune reaction, with superior prognostic value compared to current 
classifications, thus with important consequences in clinical practice, we think that the 
investigation on both phenotypic and functional DC properties should be considered as a 
relevant issue. 
Key words: colorectal cancer; dendritic cells; flow cytometry; cell cultures 
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1.1.  IL CARCINOMA DEL COLON-RETTO 
Il carcinoma del colon-retto (CRC) è la seconda causa di morte per neoplasia nei Paesi 
Occidentali, preceduto dal tumore al polmone nell’uomo e alla mammella nella donna. La 
sua incidenza è in aumento in tutto il mondo; in Europa e negli USA vengono diagnosticati 
300.000 nuovi casi ogni anno (28.000 in Italia), con un tasso combinato di mortalità annuo 
pari a 200.000 [1]. Questa neoplasia mostra analoga incidenza nei due sessi [2], anche per 
quanto riguarda la localizzazione colica, mentre a livello rettale sembra essere più frequente 
nel sesso maschile. Le sedi più colpite sono il retto (50% dei casi) ed il sigma (20%), mentre il 
colon ascendente e quello trasverso, con la flessura splenica, sono interessati nel 16% e 
nell'8% dei casi, rispettivamente. 
La maggioranza dei tumori colon-rettali è costituita da adenocarcinomi (95%), nell’ambito 
dei quali vengono annoverate anche le rare forme mucinose, a cellule ad anello con castone, 
squamocellulari e le forme indifferenziate, mentre il restante 5% è rappresentato da 
carcinoidi, sarcomi e linfomi. 
L’insorgenza della neoplasia si ha nel 90% dei casi dopo i 50 anni di età; il 70% dei pazienti si 
presenta alla diagnosi con malattia chirurgicamente aggredibile, anche se i soggetti con 
malattia localizzata (stadio I), per i quali la sopravvivenza a 5 anni è del 90%, sono ristretti al 
40%. La maggior parte presenta la malattia negli stadi più avanzati, con evidenze 
microscopiche di diffusione ai linfonodi regionali e agli organi adiacenti, per i quali il tasso 
di sopravvivenza diminuisce drasticamente dal 65-70% per i pazienti in stadio II, al 5% per 
quelli metastatici [3]. Il 40-50% di questi pazienti che si sottopongono alla sola chirurgia con 
intento potenzialmente curativo sono destinati a presentare recidive o metastasi del tumore 
primitivo. 
Il trattamento d’elezione è rappresentato dall’intervento chirurgico combinato con vari 
regimi post-operatori di chemioterapia adiuvante, che hanno contribuito a migliorare il tasso 
di sopravvivenza a 10 anni dal 50% al 63% nelle ultime due decadi, valore che si è mantenuto 
relativamente costante fino ad oggi, nonostante i più recenti progressi terapeutici. 
Come in tutte le patologie tumorali, cause multi-fattoriali concorrono nell’insorgenza della 
malattia. La sua eziologia è ancora sconosciuta, anche se studi epidemiologici hanno 
individuato almeno tre possibili fattori di rischio: 
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1) fattori ambientali 
2) lesioni pre-cancerose (adenomi) 
3) fattori genetici 
1.1.1.  FATTORI AMBIENTALI 
I fattori ambientali collegati ad un aumentato rischio di CRC sono prevalentemente di natura 
alimentare, tra cui gli unici ritenuti indiscutibilmente associati secondo un report del World 
Cancer Research Fund del 2007 sono: 
- obesità e mancanza di attività fisica 
- dieta ipercalorica, elevato consumo di carni rosse e grassi animali 
I meccanismi che legano questi fattori allo sviluppo del tumore non sono ancora del tutto 
noti; l’obesità sembra favorire uno stato sub-clinico di flogosi sistemica cronica che determina 
una condizione infiammatoria anche delle mucose intestinali, con elevata proliferazione 
cellulare, ridotta apoptosi e riparazione del DNA. Per quanto riguarda il consumo di 
determinati alimenti, il rischio di CRC sembra essere legato ad una dieta ipercalorica in 
generale, più che al rischio nel consumo dei singoli alimenti. Tra questi, un elevato consumo 
di carni rosse è stato associato in numerosi studi allo sviluppo di CRC; i meccanismi 
sembrano essere legati alla presenza di ammine eterocicliche potenzialmente cancerogene, 
ma anche all’eccessiva introduzione di ferro, derivante dal gruppo eme, che potrebbe 
favorire la formazione di radicali liberi e addotti di DNA specifici con composti azotati, con 
conseguente stress ossidativo. Inoltre anche il gruppo eme stesso sembra determinare un 
danno tissutale, con erosione dello strato epiteliale della mucosa e conseguente disequilibrio 
nel rapporto con la normale carica batterica intestinale. L’elevato consumo di vegetali, fibre, 
latticini e pesce sembra invece svolgere un ruolo protettivo verso lo sviluppo di CRC, grazie 
a meccanismi di immunomodulazione, diminuita proliferazione cellulare ed aumentata 
apoptosi [4]. 
Più controverso è il ruolo svolto dal consumo di bevande alcoliche, carboidrati raffinati e dal 
fumo di tabacco. Inoltre numerosi studi hanno osservato un ruolo protettivo dell’acido 
acetilsalicilico, somministrato sottoforma del più noto medicinale aspirina, con una 
riduzione del rischio intorno al 20-30% in pazienti sottoposti ad un utilizzo cronico del 
suddetto farmaco. 
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Recentemente numerosi studi hanno concentrato l’attenzione sul ruolo dell’epigenetica 
nell’insorgenza del CRC. Le alterazioni epigenetiche, quali la metilazione dei promotori di 
geni soppressori del tumore, l’acetilazione degli istoni e il silenziamento genico tramite 
miRNA (microRNA), sono legate sia a fattori genetici (ad esempio, polimorfismi degli enzimi 
nel metabolismo dei folati), sia a quelli ambientali, come i fattori di rischio sopracitati, e 
sembrano essere associati ad un aumentato rischio di CRC [5]. 
Sebbene i fattori di rischio siano numerosi, occorre sottolineare che si tratta di rischi piuttosto 
bassi, e che queste associazioni, in particolare per i fattori protettivi, sono ancora oggetto di 
studio e dibattito. 
1.1.2.  LESIONI PRECANCEROSE (ADENOMI) 
Numerosi studi clinici e istopatologici hanno ormai confermato che la maggior parte dei 
CRC si sviluppano a partire da lesioni precancerose, i polipi adenomatosi, che colpiscono 
circa il 40% della popolazione occidentale. Purtroppo ancora non sono noti i criteri che 
possano predire quali e quanti adenomi siano destinati ad evolvere in tumori maligni, e il 
tempo richiesto per tale trasformazione. Dopo polipectomia, il 30-35% dei pazienti presenta 
nuovamente adenomi entro 3-4 anni, e ciò ha portato ad una politica di periodica 
sorveglianza endoscopica per i soggetti a rischio, con lo scopo di interrompere la possibile 
sequenza adenoma-carcinoma [6]. 
Si ritiene che il rischio di evoluzione possa dipendere da: 
- istotipo: a maggior rischio i polipi villosi (35-40%) e i tubulo-villosi (16-22%) rispetto 
ai tubulari (1-4%) 
- dimensioni: a maggior rischio i polipi con dimensioni superiori a 1 cm di diametro 
- numero: a maggior rischio i casi di lesioni multiple 
- grado di displasia: a maggior rischio i polipi con displasia severa 
Inoltre, condizioni di malattie infiammatorie intestinali sono associate ad un aumentato 
rischio di insorgenza di CRC: i pazienti con una storia naturale di retto-colite ulcerosa sono 
sottoposti a un rischio di circa 20 volte superiore a quello della popolazione generale, in 
stretta correlazione con l’estensione e la durata della malattia. Rilievi analoghi, ma a livelli 
estremamente più bassi, sono stati osservati per il morbo di Crohn. Tutto ciò sottolinea 
l’importanza di una diagnosi precoce per i soggetti esposti a questi fattori di rischio. 
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1.1.3. FATTORI GENETICI 
La maggior parte dei casi di CRC appartengono alla categoria di tumori sporadici, termine 
che indica che la comparsa di un tumore non è legata alla presenza di fattori che influenzino 
la probabilità che la malattia si ripresenti nella stessa persona o nella sua famiglia. 
I fattori genetici invece comprendono sia le sindromi ereditarie (poliposi familiare del colon, 
FAP, e cancro colon-rettale non-poliposico ereditario, HNPCC, o sindrome di Lynch), sia i 
casi di familiarità semplice e complessa. 
La FAP è una condizione ereditaria autosomica dominante rara (meno dell’1% dei CRC sono 
dovuti a questa malattia), in cui i soggetti affetti sviluppano centinaia di polipi adenomatosi 
in tutto il colon e il retto a partire dai 20 anni di età. Le mutazioni genetiche ereditate dal 60-
70% di famiglie FAP, le cui ricerche sono oggi eseguite a scopo clinico, sono a carico del gene 
APC (Adenomatous Polyposis Coli). 
Per la HNPCC non esiste un quadro di malattia specifico nel singolo individuo, ma è definita 
dalla presenza di un’aggregazione familiare di CRC che rispetti le caratteristiche attese per le 
malattie ereditarie. In base ai criteri di Amsterdam, la HNPCC va sospettata in presenza di: 
- almeno tre CRC in parenti di primo grado tra di loro 
- CRC su almeno due generazioni 
- almeno un caso di CRC diagnosticato prima dei 50 anni 
È stato stimato che circa il 2% dei casi di CRC possa essere attribuito a HNPCC. 
Recentemente sono stati individuati dei geni che possono essere mutati a livello germinale in 
famiglie HNPCC; due di questi (hMSH2 e hMLH1) sono alterati nel 50% di queste famiglie. 
Le ricerche di mutazioni in questa patologia sono eseguite all’interno di protocolli di ricerca, 
in quanto la loro penetranza è meno nota rispetto alla FAP. 
Per quanto riguarda la familiarità, circa il 15-20% dei casi di CRC si presenta in soggetti con 
queste caratteristiche relazionali. Studi epidemiologici indicano che avere un familiare di 
primo grado con tumore del colon-retto diagnosticato dopo i 50 anni d’età aumenta da due a 
tre volte il rischio di sviluppare la malattia rispetto alla popolazione generale (familiarità 
semplice). I casi di familiarità complessa presentano invece uno o più parenti con diagnosi di 
CRC, e non rientrano nella familiarità semplice né nelle sindromi ereditarie. 
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1.2.  GENI COINVOLTI NELLA PROGRESSIONE DEL CRC 
Il cancro del colon-retto è una malattia genetica multifattoriale, che si manifesta in seguito 
all’accumulo di alterazioni genetiche multiple selezionate in modo clonale [7]. 
A livello genetico-molecolare si 
distinguono due modelli di 
cancerogenesi colon-rettale. 
Il primo è tipico della maggior 
parte dei CRC (85% dei casi), ed è 
caratterizzato, dal punto di vista 
citogenentico, da instabilità 
cromosomica, con accentuate 
alterazioni a livello del cariotipo, 
frequenti delezioni cromosomiche, 
aneuploidie e inattivazione di geni 
oncosoppressori. Questi tumori 
hanno origine dai comuni polipi 
colon-rettali, e proseguono nella 
sequenza adenoma-carcinoma 
(figura 1.1). 
L’evento iniziale è rappresentato 
dall’inattivazione biallelica del gene 
APC, localizzato sul cromosoma 
5q21. Questo gene codifica per una 
proteina multifunzionale che 
interagisce con diverse proteine, tra 
cui la β-catenina, attraverso cui 
regola la trascrizione genica [8]. Svolge inoltre un ruolo nella segregazione cromosomica 
grazie alla sua interazione con i microtubuli [9]. Mutazioni o perdite alleliche del gene APC 
sono state osservate nel 40-80% dei CRC, con simile frequenza negli adenomi, e causano il 
passaggio da epitelio normale a iperplastico [6]. Mutazioni della β-catenina sono state 
Figura 1.1: Stadi evolutivi del tumore colon-rettale 
Da: Lodish H et al. Molecular Cell biology. 4th 
Edition. New York: Freeman WH; 2000 
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individuate in circa la metà dei CRC con APC wild-type, e causano il medesimo risultato 
finale; è interessante notare che tale mutazione è maggiormente frequente negli adenomi di 
dimensioni ridotte rispetto a quelli più grandi e ai tumori invasivi [10]. 
Il secondo evento è rappresentato dall’attivazione dell’oncogene K-ras. Questo gene codifica 
per una proteina coinvolta nella proliferazione e differenziazione cellulare [11]; la mutazione 
ne determina un’attivazione costitutiva, responsabile del passaggio da adenoma precoce ad 
intermedio [12]. Si presenta nel 40-50% dei CRC, ed è stata osservata con elevata frequenza 
negli adenomi di grandi dimensioni [13]. 
Mutazioni e/o delezioni del cromosoma 18q si osservano nel 70% dei casi, e solo nel 10-30% 
degli adenomi precoci; sono responsabili del passaggio da adenoma intermedio a tardivo. Il 
gene DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma) codifica per una proteina di membrana della 
famiglia delle immunoglobuline-CAM con potenziale attività di gene soppressore del 
tumore in quanto controllore dell’apoptosi cellulare [5]. 
La mutazione del gene p53 rappresenta un evento tardivo nella progressione tumorale, e la 
sua inattivazione è associata alla transizione adenoma-carcinoma. Localizzato sul 
cromosoma 17p, codifica per una proteina che si lega al DNA e che controlla l’espressione di 
numerosi geni; è appunto definito “guardiano del genoma” in quanto è in grado di bloccare 
la proliferazione cellulare in presenza di danno del DNA, stimolarne la riparazione e/o 
indurre l’apoptosi [14]. 
Alterazioni del gene p53 e/o perdite dell’allele 17p sono state osservate nel 50-75% dei CRC, 
nel 4-26% degli adenomi, e nel 50% dei polipi adenomatosi con foci invasivi; in generale, 
risulta essere il gene più frequentemente mutato nei tumori umani [6]. 
Il secondo modello rappresenta un pathway alternativo di tumorigenesi, ed è caratterizzato 
da instabilità dei microsatelliti (MSI). I microsatelliti sono segmenti di DNA di lunghezza 
compresa tra 1 e 5 paia-basi (bp) altamente ripetuti nella porzione codificante di numerosi 
geni, quindi particolarmente sottoposti ad errori durante la replicazione del DNA, e 
fisiologicamente riparati dalle proteine del mismatch repair (MMR). In presenza di un difetto 
di attività del MMR, le mutazioni a livello dei MSI si accumulano. MSI è osservato nel 10-
15% dei carcinomi sporadici, in cui sembra rappresentare un evento relativamente tardivo 
nella progressione tumorale, e nei pazienti affetti da HNPCC, in cui invece accade 
precocemente [6]. 
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1.3.  VIE DI DIFFUSIONE 
Il carcinoma del colon-retto può diffondere attraverso diverse vie: 
• per continuità: infiltrazione profonda nella parete intestinale 
• per contiguità: infiltrazione negli organi vicini 
• per propagazione endocavitaria: causa carcinosi peritoneale, con possibile 
metastatizzazione a livello pelvico 
• per via linfatica: le stazioni linfonodali sono quelle pericoliche, paracoliche ed 
intermedie, e seguono il decorso dei vasi sanguigni 
• per vie ematica: le sedi di metastatizzazione sono in primo luogo fegato e polmone; 
talvolta si ha il coinvolgimento anche a livello osseo 
 
 
1.4.  STADIAZIONE 
La stadiazione del tumore rappresenta il fattore prognostico più importante. I sistemi di 
stadiazione finora proposti sono diversi; tra questi il più utilizzato finora è stato quello 
introdotto da Dukes nel 1932, modificato in seguito da Astler e Coller: 
• STADIO A neoplasia confinata entro la parete intestinale 
• STADIO B1 neoplasia che invade solo la muscolaris propria 
• STADIO B2 neoplasia che si estende oltre la muscolaris propria 
• STADIO C1 neoplasia che invade solo la muscolaris propria con metastasi linfonodali 
• STADIO C2 neoplasia che si estende oltre la muscolaris propria con metastasi linfonodali 
• STADIO D metastasi a distanza 
Attualmente la classificazione TNM (Tabella I-A) e le associate AJCC (American Joint 
Commettee on Cancer) e UICC (Union Internationale Contre le Cancer) (Tabella I-B) sono 
quelle maggiormente utilizzate, in quanto forniscono una stadiazione separata e parallela sia 
del tumore primitivo che del coinvolgimento linfonodale e delle metastasi a distanza. 
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Tabella I-A: Classificazione TNM 
T - TUMORE PRIMITIVO 
Tx: tumore primitivo non accertabile 
Tis: carcinoma in situ 
T0: non evidenza di tumore primitivo 
T1: tumore che invade la sottomucosa 
T2: tumore che invade la muscolaris propria 
T3: tumore che penetra attraverso la 
muscolaris propria nella sottosierosa o 
nei tessuti pericolici o perirettali non 
ricoperti da peritoneo 
T4: tumore che invade direttamente altri 
organi o strutture (comprende l’invasione 
di altri segmenti del colon-retto 
attraverso la sierosa) 
 
N - LINFONODI REGIONALI 
Nx: linfonodi regionali non valutabili 
N0: linfonodi regionali liberi da metastasi 
N1: metastasi in 1-3 linfonodi regionali 
N2: metastasi in 4 o più linfonodi regionali 
 
M - METASTASI A DISTANZA 
Mx: metastasi a distanza non accertabili 
M0: metastasi a distanza assenti 
M1: metastasi a distanza presenti 
 
 
 
 
Tabella I-B: Classificazioni associate TNM, AJCC e UICC 
 T-TUMORE 
PRIMITIVO 
N-LINFONODI 
REGIONALI 
M-METASTASI A DISTANZA 
STADIO 0 Tis N0 M0 
STADIO I T1-2 N0 M0 
STADIO IIA T3 N0 M0 
STADIO IIB T4 N0 M0 
STADIO IIIA T1-2 N1 M0 
STADIO IIIB T3-4 N1 M0 
STADIO IIIC T1-4 N2 M0 
STADIO IV T1-4 N1-2 M1 
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1.5.  FATTORI PROGNOSTICI E DI SCREENING 
Lo stadio clinico-patologico è il più importante fattore prognostico, con un grado di 
sopravvivenza a 5 anni superiore al 90% per lo stadio I, 70-85% e 55-65% per gli stadi IIA e 
IIB, rispettivamente, 45-55% per gli stadi IIIA-B e 20-30% per lo stadio IIIC; lo stadio IV 
presenta la prognosi peggiore, con una sopravvivenza a 5 anni pari al 5%. 
Altri fattori prognostici possono essere suddivisi in: 
 CLINICI 
• Età: la prognosi è peggiore nei soggetti al di sotto dei 30 anni. 
• Sesso: le donne hanno una prognosi più favorevole. 
• Sintomatologia: la sopravvivenza a 5 anni dei soggetti sintomatici è del 51%, contro il 
21% di quelli asintomatici. 
• Sanguinamenti rettali: pur potenzialmente rischiosi per la vita del paziente, se 
massivi, possono migliorare la prognosi in quanto permettono di eseguire una 
diagnosi precoce. 
• Ostruzioni e perforazioni: determinano prognosi sfavorevole. 
• Sede: il carcinoma del retto e del retto-sigma presentano una prognosi peggiore. 
ISTOPATOLOGICI 
• Aspetto macroscopico: la forma vegetante ha una prognosi migliore di quella 
infiltrante. 
• Grado e istotipo: l’istotipo mucinoso e/o la neoplasia ad alto grado di malignità, come 
quello a cellule ad anello con castone, sono fattori prognostici negativi. 
• Aneuploidia: osservata in due terzi dei CRC, è considerata un indicatore di 
aggressività tumorale, e un fattore prognostico indipendente ai fini della 
sopravvivenza. 
• Invasione dei vasi linfatici e sanguigni venosi: è un fattore prognostico indipendente 
per la sopravvivenza. È maggiormente frequente negli stadi più avanzati di malattia. 
• Invasione perineurale: la sua presenza (14-32%) è correlata ad una maggiore 
frequenza di recidiva locale, e ad una riduzione della sopravvivenza a 5 anni. 
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• Risposta immune al tumore primitivo: trattata più estesamente nel Capitolo 1.9, 
l’infiltrazione linfocitaria nel tumore e una risposta immune a livello dei linfonodi 
regionali rappresentano fattori prognostici positivi. 
BIOLOGICI 
Allo stato attuale, nessun biomarcatore è stato ancora validato in ambito clinico. 
I parametri biologici maggiormente studiati per la prevenzione/prognosi sono i 
seguenti antigeni: 
• CEA (CarcinoEmbryonic Antigen): il suo principale utilizzo consiste nella 
sorveglianza dopo resezione chirurgica del CRC primario, ma non è utile per scopi di 
screening e diagnosi. Dal punto di vista della prognosi, deve essere utilizzato insieme 
ad ulteriori fattori prognostici standard [15]. 
• CA 19-9 (Carbohydrate Antigen 19-9): allo stato attuale, i dati relativi al CA 19-9 sono 
ancora insufficienti per un suo utilizzo nelle fasi di screening, diagnosi, stadiazione, 
sorveglianza o monitoraggio del trattamento dei pazienti con cancro del colon-retto 
[16]. 
• p53, K-ras: pazienti con il gene p53 mutato mostrano una minore sopravvivenza, ed 
una peggiore risposta alla radioterapia nel caso del tumore rettale. Nonostante ciò, le 
correlazioni sono modeste, e il loro utilizzo nella routine come fattori prognostici non 
è raccomandato, così come per lo screening, per la risposta al trattamento 
chemioterapico, e per il suo monitoraggio [15]. 
• TS (Thymidine Synthase), DPD (DihydroPyrimidine Dehydrogenase) e TP 
(Thymidine Phosphorylase): sono marker tissutali utilizzati per prevedere la risposta 
al trattamento farmacologico. Alcuni studi hanno correlato l’elevata espressione della 
TS ad una peggiore sopravvivenza dei pazienti, ma i risultati sono ancora eterogenei, 
perciò questi marker hanno scarso valore prognostico e di screening [16]. 
• MSI/hMSH2 o hMLH1: alcuni studi hanno dimostrato che i pazienti con elevata 
frequenza di MSI hanno una maggiore sopravvivenza (15%) rispetto a quelli con 
stabilità microsatellitare; la valutazione dell’instabilità dei microsatelliti comunque 
non è raccomandata per scopi prognostici e/o di responsività al farmaco 5-
fluorouracile (5-FU), somministrato nei regimi di chemioterapia adiuvante [15]. 
• Delezione del cromosoma 18q/DCC: nonostante numerosi studi abbiano osservato 
che i pazienti con questa delezione mostrino una maggiore percentuale di recidive ed 
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una ridotta sopravvivenza, la valutazione di questo marker non è raccomandata per 
scopi prognostici/predittivi [16]. 
Attualmente il metodo più largamente validato e utilizzato per lo screening del CRC 
è il test del sangue occulto nelle feci (FOBT), consigliato annualmente a tutta la 
popolazione a medio rischio al di sopra dei 50 anni di età. Gli svantaggi di questo test 
sono la bassa sensibilità sia per gli adenomi (≅ 10%) che per i CRC (40-85%), la bassa 
specificità (90-98%), e la possibilità di ottenere falsi positivi. Ulteriori metodi sono 
rappresentati dalla sigmoidoscopia, dalla colonscopia e dal clisma a doppio contrasto. 
Studi recenti sembrano suggerire importanti prospettive per un nuovo approccio 
molecolare, che consiste nell’analisi del DNA presente nelle feci rilasciato da lesioni 
cancerose, al fine di individuarne eventuali mutazioni genetiche che possano 
permettere una diagnosi precoce di CRC. Il pannello di marker più utilizzato prevede 
la ricerca di mutazioni nei geni K-ras, APC, p53, BAT-26 (marker di MSI) e DNA 
lungo. 
Haug e Brenner hanno dimostrato che il test del DNA nelle feci ha una specificità pari 
al 95%, mentre la sensibilità varia dal 60% al 90% [17]. Uno studio ha confrontato il 
FOBT e il test del DNA, concludendo che, anche se entrambi i test non hanno 
riconosciuto la maggioranza delle lesioni neoplastiche (4/31 e 16/31 per il FOBT e per 
il test del DNA, rispettivamente), il secondo ha mostrato una maggiore sensibilità, in 
quanto ha riconosciuto 29 su 71 tumori invasivi e adenomi ad alto grado di displasia 
rispetto a 10 per il FOBT, senza danneggiare la specificità, in quanto entrambi i test 
hanno fornito un risultato di 94.4-95.2% in soggetti con esito negativo in colonscopia 
[18]. Nonostante ciò, è altamente improbabile che il test del DNA attualmente possa 
rimpiazzare il FOBT, a causa della bassa sensibilità nei soggetti asintomatici, degli 
elevati costi e della complessità del metodo [15]. 
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1.6.  TERAPIA ADIUVANTE DEL CRC 
La chirurgia, che prevede la completa exeresi del tumore, del mesocolon e dei linfonodi 
regionali rappresenta il primo e più importante presidio terapeutico nei casi di tumore colon-
rettale, al fine di eradicare la malattia individuabile macroscopicamente. Negli ultimi anni gli 
interventi demolitivi sono calati drasticamente a favore di una chirurgia maggiormente 
conservativa, in cui la colectomia viene eseguita in laparoscopia. 
Altre modalità terapeutiche sono necessarie per l'eliminazione di eventuali residui 
microscopici della malattia, sia a livello locale che sistemico, e che potrebbero portare alla 
comparsa di recidive e/o metastasi. Esse consistono nella radio- e chemioterapia, che possono 
essere somministrate in sede pre-operatoria (neoadiuvante, normalmente la radioterapia), al 
fine di diminuire l’estensione della massa tumorale prima dell’operazione chirurgica, post-
operatoria (adiuvante), per ridurre al minimo il rischio di recidiva e/o metastasi, o in 
condizioni avanzate di malattia (radio- e chemioterapia palliative). 
Solitamente i pazienti che vanno incontro a radioterapia neoadiuvante sono quelli affetti da 
carcinoma rettale in stadio avanzato candidati all’intervento di amputazione addomino-
peritoneale, al fine di salvare lo sfintere anale. 
I farmaci più comunemente utilizzati nei regimi di chemioterapia adiuvante sono 
rappresentati da: 
 5-FLUOROURACILE (5-FU):  appartiene alla famiglia degli antimetaboliti. È un 
profarmaco analogo della base pirimidinica uracile, trasformato in vivo nella 
molecola farmacologicamente attiva fluorodesossiuridina (FUdR). Una volta 
attivata ad acido 5-fluoro-2’-desossiuridilico monofosfato (FUdRP) il farmaco 
svolge la sua azione citotossica attraverso sia l’inibizione della timidilato sintetasi 
(TS), enzima preposto alla conversione dell’acido 2’-desossiuridilico (dUMP) ad 
acido timidilico, componente essenziale del DNA, sia sostituendosi come 
trifosfato (FUdRTP) alla base uracile nel DNA. 
 CAPECITABINA: fluoropirimidina carbammato non citotossica, agisce come 
precursore somministrabile per via orale del 5-FU. L’enzima finale coinvolto nella 
biotrasformazione di questo profarmaco, la timidina fosforilasi, è distribuita 
ubiquitariamente, ma a concentrazioni particolarmente elevate nel tessuti 
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tumorali; in questo modo la molecola attiva (il 5-FU) sarà prodotta maggiormente 
a livello tumorale, con riduzione degli effetti tossici a livello sistemico. 
 OXALIPLATINO (L-OHP): introdotto nel 2002 nel mercato statunitense, 
composto analogo di terza generazione del platino, analogo del cisplatino, è un 
agente alchilante i cui derivati acquosi risultanti dalla biotrasformazione del L-
OHP sono grado di interferire con tutte le fasi del ciclo cellulare attraverso 
l’interazione con il DNA formando legami crociati inter- e intracatena, e 
interrompendo quindi la sintesi del DNA. La molecola è utilizzata in associazione 
ad altri chemioterapici, in primo luogo 5-FU, e leucovorin (LV, acido folinico) per 
ridurre gli effetti tossici del farmaco antimetabolita, nel trattamento del CRC 
metastatico, in quanto è stata dimostrato sia in vitro che in vivo un effetto sinergico 
tra i due farmaci. Sono inoltre riportati studi clinici di fase 1/2 in cui viene 
valutata la proprietà radio-sensibilizzante dell’L-OHP [2, 19]. 
 IRINOTECANO (CPT-11): approvato nel 2000 per il trattamento di prima linea 
della malattia avanzata, è un analogo semisintetico della camptotecina, alcaloide 
isolato dalla pianta Camptotheca acuminata. È un inibitore ad azione citostatica 
della topoisomerasi I, enzima monomerico che introduce una rottura su singolo 
filamento di DNA, determinando una diminuzione del grado di 
superavvolgimento, evento fondamentale nei processi replicativi del DNA [2]. È 
utilizzato in combinazione con il 5-FU e LV in pazienti con CRC avanzato non 
trattati precedentemente, e come monoterapia in soggetti in cui il trattamento 
convenzionale con 5-FU non ha avuto successo. 
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In tabella I-C sono riportati i principali regimi chemioterapici somministrati nei casi di CRC 
avanzati. 
 
Tabella I-C: Principali regimi terapeutici somministrati nei 
casi di CRC avanzato 
Da: Gill S et al. Mayo Clin Proc. 2007; 82: 114-29 
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Sia la risposta che la tossicità alla chemioterapia sono soggette a variazioni individuali. 
Attualmente l’oncologia moderna si sta indirizzando verso il trattamento personalizzato, con 
l’impiego di farmaci e fattori biologici specifici per ciascun tipo di tumore. Ne deriva perciò 
la necessità di una precisa caratterizzazione biologica di ogni singolo caso, in modo da poter 
offrire al paziente una terapia personalizzata, più efficace e meno tossica per ogni singolo 
individuo [20]. 
I fattori biologici entrati a pieno titolo nella pratica clinica oncologica sono gli anticorpi 
monoclonali (mAb). Essi riconoscono e si legano a specifici recettori presenti ad elevata 
intensità sulle cellule tumorali, inibendone l’attività. Inoltre, possono indurre una 
citotossicità cellulo-mediata anticorpo-dipendente, poiché indirizzano le cellule effettrici 
citotossiche del sistema immunitario verso le cellule tumorali a cui l’anticorpo si è legato. In 
generale questi farmaci sono somministrati a pazienti in fase avanzata di malattia, raramente 
in monoterapia ma combinati con gli agenti chemioterapici classici. Gli anticorpi 
monoclonali possono causare alcuni effetti collaterali, tra cui reazioni allergiche (in seguito 
alle quali possono comparire sintomi simil-influenzali, calo di pressione o nausea), eruzione 
cutanea e stanchezza. 
L’anticorpo monoclonale chimerico cetuximab si lega ai recettori EGFR (Epidermal Growth 
Factor Receptor), particolarmente espressi nel CRC, ed impedisce così il legame con i fattori 
di crescita, inibendo, di conseguenza, la crescita e la divisione delle cellule tumorali, 
determinata in parte dall’attivazione ultima del gene K-ras. Prima di avviare il trattamento 
con cetuximab, è necessario quindi stabilire se le cellule tumorali contengano un livello 
sufficientemente alto di recettori EGFR e se il gene K-ras presenta mutazioni. In quest’ultimo 
caso il trattamento con cetuximab risulterebbe inutile, in quanto mutazioni del gene K-ras ne 
causano un’attivazione costitutiva, indipendente dal legame dei fattori di crescita con EGFR. 
Per il trattamento dei tumori del colon-retto in stadio avanzato è disponibile anche un altro 
anticorpo monoclonale umanizzato, il bevacizumab. Esso è diretto contro il VEGF-A 
(Vascular Endothelial Growth Factor di tipo A) ed interferisce con lo sviluppo dei vasi 
sanguigni che forniscono ossigeno e sostanze nutritive alle cellule tumorali, impedendone in 
tal modo la crescita (farmaco anti-angiogenico). 
Le nuove frontiere della terapia oncologica sono costituite principalmente 
dall’immunoterapia (trattata approfonditamente nel Capitolo 1.8) e dalla terapia genica. 
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La terapia genica è stata studiata in alcuni lavori pre-clinici relativi all’immunoterapia, in cui 
è stato effettuato il trasferimento dei geni codificanti per alcune citochine 
immunostimolatorie (IL-2, IL-12, GM-CSF) all’interno delle cellule tumorali o dei linfociti T 
autologhi, o dei geni delle molecole co-stimolatorie CD80 e/o CD86, necessarie per 
l’induzione di una risposta immunitaria efficace, direttamente all’interno delle cellule 
tumorali. Inoltre alcuni trial clinici di vaccinazione con le cellule dendritiche (DC), trattati nel 
Capitolo 1.8, possono prevedere anche la manipolazione genica per la creazione di vaccini 
ricombinanti [1]. Oltre all’applicazione della terapia genica nell’immunoterapia, il più 
comune approccio consiste nella correzione del singolo gene che causa la malattia, ma nel 
campo oncologico ciò è altamente elusivo, in quanto i tumori non sono causati da una 
singola mutazione ma da una serie di eventi successivi. Nonostante ciò, studi pre-clinici in 
un modello murino di CRC p53-mutato, hanno mostrato che la somministrazione 
intratumorale di adenovirus codificante per il gene TP53 wild-type induce la riduzione del 
tumore e raddoppia l’aspettativa di vita dei soggetti trattati rispetto ai controlli. Questo 
esperimento trasferito su un trial clinico di fase I in pazienti con CRC metastatico TP-53 
mutato non ha fornito però i risultati sperati. Studi in vitro svolti su linee cellulari di CRC con 
K-ras attivato hanno utilizzato oligonucleotidi complementari all’oncogene K-ras, mostrando 
un’inibizione della crescita cellulare, della formazione di colonie e della produzione della 
proteina K-ras nelle cellule tumorali. Un ulteriore approccio biomolecolare prevede l’utilizzo 
di vettori virali o batterici infettanti la sola cellula tumorale e codificanti l’enzima che andrà 
ad attivare il profarmaco chemioterapico, in modo tale che solo nelle cellule tumorali si 
raggiunga un’elevata concentrazione del farmaco citotossico, riducendo così la tossicità 
sistemica [1]. 
 
 
1.7.  IL MICROAMBIENTE TUMORALE 
La trasformazione neoplastica è il risultato di un accumulo di mutazioni che portano ad una 
crescita incontrollata delle cellule cancerose e all’acquisizione della capacità di diffondersi in 
altri tessuti dell’organismo. Le cellule tumorali sono scarsamente influenzabili dall’ambiente 
circostante, ad eccezione delle prime fasi della malattia; grazie alla produzione autocrina di 
fattori di crescita, sono caratterizzate da una autonomia proliferativa che le rende 
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indipendenti dai segnali di crescita inibitori e regolatori che provengono dall’ambiente 
circostante. 
Il microambiente tumorale è un tessuto dinamico ed eterogeneo, dove la cellula tumorale 
interagisce continuamente con molte altre componenti, quali le popolazioni cellulari 
infiammatorie e stromali, e che ne modificano le proprietà (figura 1.2). 
La risposta immunitaria dell’organismo è fortemente inefficace in vivo. Ciò è dovuto sia 
all’assenza di antigeni non-self sulla superficie delle cellule tumorali, che quindi non 
vengono riconosciute come estranee, sia alla produzione, da parte del tumore stesso e delle 
cellule del sistema immunitario reclutate nel microambiente tumorale, di fattori 
immunosoppressivi solubili, quali TGF-β (Tumor Growth Factor-β), M-CSF (Macrophage 
Colony-Stimulating Factor), IL-6, IL-10, VEGF, ROS (Reactive Oxygen Species) che portano 
ad una de-regolazione di queste ultime, impedendo un’efficace attivazione dei meccanismi di 
difesa dell’organismo [21, 22]. 
Un’altra importante caratteristica dello sviluppo tumorale è rappresentata dall’angiogenesi, 
la cui funzione è strettamente legata a fattori prodotti dai macrofagi, quali bFGF (basic 
Fibroblastic Growth Factor), VEGF, le angiopoietine ANG-1 e ANG-2, e le metalloproteinasi 
di matrice MMP-9 e MMP-2. Queste molecole causano cambiamenti nella componente 
stromale, stimolando la proliferazione e la migrazione delle cellule endoteliali, inducendo il 
rimodellamento della matrice extracellulare (ECM), e contribuendo eventualmente alla 
formazione di nuovi vasi sanguigni [23]. 
Negli ultimi anni lo studio del microambiente tumorale ha acquisito notevole importanza 
nell’ambito della ricerca oncologica, sia per accrescerne le conoscenze biologico-molecolari, 
Figura 1.2: Invasione tumore-ospite: il microambiente 
tumorale. Nella zona in cui ha inizio l’invasione 
tumorale vi è un cross-talk e una cooperazione tra 
le varie componenti cellulari presenti nel 
microambiente (zone delineate dalle linee 
tratteggiate). La produzione di citochine e di 
enzimi stimola la migrazione cellulare e la 
modificazione della matrice extracellulare (ECM) 
e della membrana basale. La conseguenza 
principale è la rottura dei normali compartimenti 
tissutali. 
Da: Liotta LA et al. Nature. 2001; 411: 375-79 
Introduzione 
18 
 
sia per identificare nuove strategie terapeutiche, in cui i target cellulari più promettenti per il 
trattamento anti-angiogenico sembrano essere proprio i fibroblasti stromali e le cellule 
endoteliali [24]. 
 
 
1.8.  IL SISTEMA IMMUNITARIO: LE CELLULE DENDRITICHE 
Le cellule dendritiche (DC) sono le principali cellule presentanti l’antigene (APC), e svolgono 
un ruolo fondamentale nell’induzione della risposta immunitaria primaria umorale e 
citotossica, sia presentando l’antigene ai linfociti T naive e inducendone l’attivazione, sia 
promuovendo il differenziamento dei linfociti B memory in plasmacellule. Inoltre sono in 
grado di influenzare anche l’immunità innata, interagendo reciprocamente con le cellule 
Natural Killer (NK) e con i linfociti T γδ [25, 26]. 
Nello stato immaturo, le DC sono distribuite ubiquitariamente in tutto l’organismo, in 
particolare nei tessuti che rappresentano una barriera con l’ambiente esterno, e negli organi 
linfoidi, dove svolgono la funzione di “sentinelle” specializzate nell’up-take e processazione 
dell’antigene. Possiedono un’elevata capacità fagocitaria e di risposta alle chemochine, ma 
una ridotta espressione di molecole co-stimolatorie e MHC (Major Histocompatibility 
Complex) di classe II (a cui appartiene la molecola HLA-DR, Human Leukocyte Antigen-
DR). Una volta catturato l’antigene, esse migrano negli organi linfoidi secondari, e vanno 
incontro al processo di maturazione: questo determina la perdita della capacità fagocitaria e 
l’acquisizione della capacità di presentazione dell’antigene ai linfociti T inducendone 
l’attivazione, grazie all’aumento dell’espressione delle molecole co-stimolatorie e delle 
molecole HLA, necessarie per il corretto svolgimento delle funzioni di APC (figura 1.3) [27]. 
Figura 1.3: Ciclo vitale delle DC mieloidi. 
Da: Keller R. Immunol Lett. 2001; 78: 113-22 
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Le DC sono una popolazione cellulare molto eterogenea e possono essere classificate in base 
alla localizzazione in DC migratorie dei tessuti non linfoidi, DC residenti nei tessuti linfoidi e 
DC plasmacitoidi (figura 1.4). 
Al primo subset appartengono le cellule interstiziali del pancreas, cuore, fegato, reni, e le DC 
presenti nei tessuti che fungono da barriera con l’ambiente esterno, quali i polmoni, 
l’intestino e la pelle. Le DC dell’epidermide, o cellule di Langerhans (LC), sono le più 
studiate: esse esprimono costitutivamente l’antigene CD1a, utilizzato per la loro 
identificazione, il complesso MHC di classe II e la molecola langherina, una lectina 
responsabile della formazione dei granuli di Birbeck [28]. Nella lamina propria di topo le DC 
risultano positive per la molecola CD11c, e possono essere distinte sulla base dell’espressione 
del CD103, un’integrina nota anche come αEβ7, ligando della molecola di adesione E-
caderina espressa nelle cellule epiteliali, a cui corrispondono diverse funzionalità [29]. 
Le DC dei tessuti linfoidi sono state maggiormente studiate nei topi. Nella milza esse 
derivano da cellule del sangue, e ne sono stati identificati tre subset: le DC CD4+CD8α-
CD11b+, localizzate nella zona marginale; le DC CD4-CD8α+CD11b-, localizzate nell’area dei 
linfociti T; le DC CD4-CD8α-CD11b+, chiamate doppie-negative. Le cellule dendritiche a 
livello dei linfonodi periferici sono più eterogenee in quanto sono presenti sia DC residenti, 
sempre di derivazione circolatoria, che DC migratorie afferite per via linfatica. I tessuti 
linfoidi associati alle mucose includono i tessuti nasofaringei, le placche del Peyer, i follicoli 
Figura 1.4: Principali subset di cellule dendritiche 
Da: Liu K et al. Immunol Rev. 2010; 234: 45-54 
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linfoidi intestinali isolati e l’appendice; essi sono popolati da DC derivanti dalla circolazione 
sanguigna. Nel timo le DC sono localizzate principalmente nella zona midollare, hanno 
origine locale a partire da progenitori timici, e svolgono principalmente la funzione di 
selezione negativa delle cellule T [28]. 
A livello della circolazione sanguigna esistono due principali tipi di DC, le mieloidi (mDC) e 
le plasmacitoidi (pDC), che differiscono per la loro origine, per i marker fenotipici, per il 
processo di attivazione e per l’attività immunologica [30]. Entrambi i subset derivano da 
cellule progenitrici di natura ematopoietica, ma richiedono stimoli differenziativi differenti; 
le pDC possono essere mobilizzate in vivo attraverso trattamento con Flt-3L (FMS-like 
tyrosine kinase-3 Ligand) e richiedono IL-3 per la sopravvivenza, mentre le mDC necessitano 
di GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor) [31]. Le DC circolanti non 
sono caratterizzate da marker specifici, e la loro identificazione può essere effettuata solo 
attraverso una combinazione di diversi antigeni: entrambe queste sottopopolazioni sono 
negative per i marker di linea (CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, CD34 e CD56) e positive per 
la molecola HLA-DR. Inoltre, le plasmacitoidi esprimono il recettore dell’IL-3 (IL3R)/CD123 
ad elevata intensità, il BDCA-2/CD303 e il BDCA-4/neuropilina-1/CD304. Le DC mieloidi 
invece esprimono l’antigene BDCA-1/CD1c, il CD11c e il marker di linea mieloide CD33. 
Anche i recettori Toll-like (TLR) sono diversamente espressi sui due subset: le pDC 
presentano il TLR7 e il TLR9, mentre le mDC prevalentemente i TLR1-6, il TLR8 e il TLR10 
[32]. Dal punto di vista funzionale, le due sottopopolazioni mostrano caratteristiche diverse. 
Le plasmacitoidi sono considerate le principali cellule secernenti interferone di tipo I (IFN-I) 
dopo stimolazione con antigeni virali, quindi possono attivare a loro volta le mDC e 
stimolare la produzione di IFN-γ e di IL-10 da parte dei linfociti T. Inoltre, le pDC svolgono 
un ruolo anche nella tolleranza periferica attraverso l’induzione, in determinate condizioni, 
dei linfociti T regolatori (T reg), coinvolti nella tolleranza immunologica [33]. Le DC mieloidi 
invece producono grandi quantità di IL-12, IL-6 and TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α) a 
seguito di uno stimolo antigenico, inducendo una forte polarizzazione verso il fenotipo Th1, 
promotore delle risposte immunitarie contro batteri intracellulari e cellule tumorali grazie 
alla produzione di IFN-γ e TNF-β. Entrambi i subset possono favorire anche risposte di tipo 
Th2, promotrici della risposta immunitaria contro gli agenti infettivi extracellulari, e delle 
risposte allergiche, attraverso l’induzione dei meccanismi di difesa umorali di tipo IgE e il 
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reclutamento dei mastociti e degli eosinofili, grazie alla produzione di IL-4, IL-5 e IL-13. 
Infine anche le mDC possono indurre il fenotipo Tr1 (linfociti T regolatori di tipo I), a 
seconda degli stimoli di attivazione che ricevono dall’ambiente circostante [23]. 
Dal punto di vista morfologico, le DC allo stadio immaturo sono cellule relativamente 
piccole con dendriti molto sottili e lunghi fino a 10 μm. Esse mostrano un’elevata capacità di 
riconoscimento e up-take dell’antigene, ma scarsa capacità di presentazione ai linfociti T. Le 
DC riconoscono gli antigeni attraverso pattern molecolari conservati associati ai patogeni 
(PAMP). Attualmente si conoscono almeno quattro famiglie di recettori PAMP: i recettori 
Toll-like (TLR), i recettori C-type lectin (CLR), i recettori intracitoplasmatici NOD 
(Nucleotide Oligomerization Domain)-like (NLR) e i recettori intracellulari gene I-like acido 
retinoico-inducibili. Ulteriori segnali attivanti riconosciuti dalle DC possono derivare da 
cellule necrotiche/apoptotiche o sottoposte a stress elevati. Il primo evento a seguito del 
riconoscimento dello stimolo di attivazione è il massivo rilascio di chemochine quali 
RANTES (Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted), MCP-1 
(Monocyte Chemotactic Protein-1), e MIP-1 (Macrophage Inflammatory Protein-1), che 
svolgono il compito sia di reclutamento di nuove cellule mononucleate (MNC), tra cui anche 
i precursori delle stesse DC, sia di attivazione delle cellule dell’immunità innata, come le 
cellule NK [34]. Una volta riconosciuto, l’antigene viene catturato attraverso meccanismi di 
pinocitosi o endocitosi mediata da recettori, quali, ad esempio, i recettori Fc (FcγRI, II, III, e 
FcεRI), che aumentano la presentazione degli antigeni complessati con le immunoglobuline 
di circa 100 volte, e le lectine C-type (recettore del mannosio/CD206, DC-SIGN/CD209, DEC-
205/CD205, langherina/CD207), che sono sia deputate all’up-take di microrganismi, sia, 
soprattutto le lectine di tipo II, all’azione co-stimolatoria durante l’interazione con i linfociti 
T. Inoltre allo stadio immaturo le DC esprimono ad elevata intensità le integrine αvβ3 e 
αvβ5, mentre si ha una bassa espressione delle molecole HLA-DR, CD83, del recettore 
ICAM-1/CD54, e delle co-stimolatorie CD40, CD80 e CD86. Gli antigeni sono quindi inclusi 
in endosomi, i quali vengono fusi con lisosomi contenenti proteasi, al fine di generare peptidi 
immunogenici grazie al legame con le molecole MHC di classe I e II (processo noto come 
cross-presentazione dell’antigene). I peptidi così generati sono quindi trasportati sulla 
superficie cellulare per essere presentati. Contemporaneamente le DC migrano verso i 
linfonodi periferici dove resteranno in vita per un periodo di tempo pari a 2-3 giorni, durante 
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i quali presenteranno l’antigene ai linfociti T naive inducendo una risposta immunitaria T-
dipendente. Questa migrazione è accompagnata dalla riduzione dell’espressione dei recettori 
chemochinici per le citochine infiammatorie (CCR2, CCR5, CCR6, CXCR1 e CXCR2) e 
dall’aumento del CCR7 che lega il CCL21, espresso dalle cellule endoteliali prossime ai vasi 
linfatici, e il CCL19, espresso nelle aree paracorticali ricche di linfociti T [35]. La maturazione 
delle DC indotta dall’up-take e processazione dell’antigene ne determina cambiamenti 
fenotipici e funzionali: esse assumono la caratteristica morfologia stellata, ricca di lunghi 
dendriti che ne aumentano esponenzialmente la superficie cellulare e grazie ai quali una sola 
DC riesce a stimolare contemporaneamente anche 100-3000 cellule T; perdono la capacità 
fagocitica e acquistano quella di presentazione e attivazione dei linfociti T, che differenziano 
e si espandono in cellule T effettrici. Le DC allo stadio maturo esprimono ad elevata intensità 
il marker di maturazione CD83, le molecole co-stimolatorie CD40, CD54, CD80 e CD86, e la 
molecola HLA-DR. Infine il legame del CD40 con il CD40L presente sulla superficie dei 
linfociti determina il passaggio delle DC allo stadio attivato (figura 1.5). 
I linfociti T attivati, una volta lasciato il linfonodo, sono in grado di raggiungere i tessuti 
periferici sede dei processi infiammatori, ed esplicare la risposta immuno-specifica. 
I processi biologici necessari per la corretta risposta antigene-specifica esercitata dai linfociti 
T attivati sono rappresentati quindi da: 
Figura 1.5: Principali check-point nel ciclo vitale delle cellule dendritiche 
Da: Stockwin LH et al. Immunol Cell Biol. 2000; 78: 91-102 
Flt-3L: FMS-like tyrosine kinase-3 Ligand; SCF: Stem Cell Factor; GM-CSF: Granulocyte 
Macrophage Colony-Stimulating Factor; TGF-β: Tumor Growth Factor β; LC: Langerhans 
Cell; IL-4: Interleukin 4; TNF: Tumor Necrosis Factor; LPS: LipoPolySaccharide; dsRNA: 
double-strand RNA; HSP: Heat Shock Protein; TRANCE: TNF-Related Activation-Induced 
Cytokine 
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• Un segnale antigene-specifico, fornito dal riconoscimento da parte del TCR (T Cell 
Receptor)/CD3 del complesso peptide/MHC di classe I e/o II 
• Determinati segnali co-stimolatori forniti dall’interazione recettore/ligando, ad 
esempio CD28/CD80-CD86, CD40L/CD40, LFA-1 (Lymphocyte Function-associated 
Antigen-1) /ICAM-1, presenti rispettivamente sui linfociti T e sulle DC 
• Segnale fornito dall’interazione dell’IL-2 con il proprio recettore localizzato sui 
linfociti T, che ne induce il differenziamento e la proliferazione in cellule effettrici 
Il tipo di risposta linfocitaria dipende dalla presenza o meno dei segnali sopracitati. È 
proprio il microambiente in cui avviene la fase maturativa delle DC che ne determina la 
diversa funzionalità, che può da una parte indurre una risposta immunitaria contro 
organismi patogeni, dall’altra innescare un’immunotolleranza verso antigeni self così come 
aiutare la risoluzione di processi flogistici in corso, a seconda degli stimoli che ricevono 
anche attraverso meccanismi a feed-back (figura 1.6). 
 
 
Figura 1.6: Polarizzazione dei linfociti T da parte delle DC: influenza del microambiente. 
Stimoli provenienti dal microambiente possono modulare la maturazione delle DC e quindi indurre 
un determinato fenotipo di cellule T. In figura sono riportati alcuni noti fattori immunomodulatori. 
Da: Schäkel K. Exp Dermatol. 2009; 18(3):264-73. 
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Le cellule T regolatorie possono essere generate non solo da DC nello stadio immaturo, ma 
anche da DC che mostrino un fenotipo maturo, in presenza di determinate citochine quali 
l’IL-10 e il TGF-β. La citochina chiave per l’induzione della risposta Th1 è l’IL-12, la cui 
produzione da parte delle DC può essere indotta attraverso la stimolazione di vari TLR in un 
periodo di 8-16 ore dopo lo stimolo maturativo. Anche l’affinità e la durata dell’interazione 
DC-T influenza il tipo di polarizzazione linfocitaria. Negli ultimi anni numerosi studi hanno 
focalizzato l’attenzione su un ulteriore sottotipo di linfocita T helper, il Th17, che produce 
preferenzialmente IL-17, IL-21 e IL-22, giocando un ruolo chiave nella patogenesi delle 
malattie autoimmuni; questo fenotipo è generato in presenza di IL-1β, TGF-β e IL-6 [36]. 
Le cellule dendritiche furono scoperte negli anni ’70 da Steinman [37]. Nei 20 anni successivi 
le ricerche diminuirono drasticamente a causa delle notevoli difficoltà incontrate 
nell’isolamento delle stesse dai tessuti, compreso quello ematico, in quanto rappresentano 
appena lo 0.1-1% delle cellule mononucleate del sangue. Negli anni ’90 fu individuata una 
metodica di ottenimento delle DC in vitro a partire da cellule staminali ematopoietiche 
CD34+ coltivate in presenza di GM-CSF e TNF-α. Dopo 5-6 giorni di coltura si ottengono due 
diversi subset di progenitori circolanti, la sottopopolazione CD11c+CD14-CD1a+ e quella 
CD11c+CD14+CD1a-: la prima in presenza di GM-CSF e IL-4, dopo ulteriori 6-7 giorni di 
coltura, dà origine alle cellule di Langerhans, la seconda alle DC interstiziali (o dermali). Le 
LC possono essere ottenute anche dalle cellule CD11c+CD14+CD1a- aggiungendo anche il 
TGF-β come stimolo differenziativo. Le DC di natura mieloide possono essere generate in 
vitro anche a partire da monociti circolanti coltivati per 6-7 giorni in presenza di GM-CSF e 
IL-4. Per quanto riguarda le DC plasmacitoidi invece non esiste un metodo universalmente 
condiviso per la loro generazione in vitro. Possono essere isolate da sangue periferico e/o 
dagli organi linfoidi (ad esempio, le tonsille) e coltivate in vitro per 3-6 giorni in presenza di 
IL-3 [38]. 
L’importanza delle DC nell’immunità anti-tumorale è ascrivibile proprio alla potenziale 
capacità di presentare antigeni tumorali in associazione alle molecole MHC di classe I-II e 
alle citochine co-stimolatorie, di attivare i linfociti T naive, e di indurre la risposta citotossica 
(adattativa e innata) e umorale tumore-specifica. L’elevata specificità antigenica, che consente 
il riconoscimento di antigeni espressi dalle cellule tumorali, e la capacità di costruire una 
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potente risposta difensiva grazie alla proliferazione degli agenti effettori, fa sì che il sistema 
immunitario costituisca una potenziale arma contro lo sviluppo del cancro. I nuovi approcci 
immunoterapici infatti mirano a sviluppare vaccini efficaci per il trattamento del CRC che 
stimolino le cellule effettrici citotossiche del sistema immunitario del paziente ad uccidere 
selettivamente le cellule tumorali. Il ruolo centrale di coordinatore di tutta la risposta 
immunitaria svolto dalle DC le rende quindi un bersaglio terapeutico ideale per le strategie 
immunomodulatorie. L’immunizzazione può essere effettuata tramite l’iniezione dell’intera 
cellula tumorale precedentemente irradiata per inibirne la crescita in vivo, ed eventualmente 
manipolata ingegneristicamente per aumentarne l’immunogenicità. Strategie terapeutiche 
differenti prevedono la vaccinazione o con specifici antigeni associati al tumore (TAA), o con 
le heat shock proteins (HSP), o con l’intero RNA tumorale, oppure con il lisato cellulare [39]. 
Le HSP sono proteine over-espresse dalla cellula in condizioni di stress elevato, rilasciate 
nello spazio extra-cellulare dove possono essere fagocitate e processate dalle DC. Le HSP 
isolate dalle cellule tumorali, utilizzate nella costituzione dei vaccini, sono in grado di 
conferire immunogenicità anti-tumorale in diversi modelli murini. Per quanto riguarda i 
TAA, il CRC è stato considerato a lungo scarsamente immunogenico, fino a quando il 
progresso scientifico ha condotto al riconoscimento di diversi TAA anche per questo tipo di 
tumore. Uno dei più studiati è il CEA; in diversi trial clinici i pazienti con CRC sono stati 
immunizzati con vettori virali codificanti il CEA. Nonostante lo sviluppo di una risposta 
anticorpale e cellulare CEA-specifica, non sono stati ottenuti i risultati clinici sperati. Questi 
primi studi hanno portato però all’individuazione del peptide HLA-A2-restricted CEA che è 
stato caricato ex vivo su DC autologhe, le quali sono state quindi iniettate in pazienti con CRC 
metastatico; trial clinici di fase I con questo tipo di vaccini hanno mostrato risultati 
incoraggianti. Numerosi gruppi di ricerca hanno quindi concentrato lo studio sulla 
vaccinazione dei pazienti con CRC in stadio avanzato, con diversi antigeni tumorali, quali 
l’EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule) e il MUC-1 (Mucin-1), il cui impatto a livello 
clinico su larga scala deve essere ancora valutato [3, 40]. Uno studio ha testato in venti 
pazienti con CRC metastatico un vaccino basato su DC pulsate con lisato tumorale allogenico 
contenente elevati livelli di antigeni associati al tumore ai testicoli. La malattia è risultata 
stabile nel 24% dei pazienti, così come la qualità di vita lungo tutto il periodo dello studio 
[41]. Mann et al. invece hanno sottoposto 37 pazienti con tumore in stadio avanzato, in cui i 
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trattamenti convenzionali non avevano fornito risultati, a iniezioni intratumorali di DC 
immature autologhe combinate a chemio- o radioterapia, e/o a iniezioni di linfociti T attivati. 
Il trattamento è stato tollerato senza alcun effetto avverso, e la maggior parte dei pazienti ha 
mostrato un quadro clinico stabile, suggerendo una potenziale efficacia di questa strategia 
immunoterapeutica combinata [42]. 
Nella maggior parte dei casi però, le strategie immunoterapeutiche sperimentate in studi 
clinici pilota non hanno dato risultati clinici soddisfacenti, indicando che vi è ancora una 
parziale conoscenza dei meccanismi alla base della soppressione immune indotta dal 
tumore, non sufficiente all'applicazione clinica dei nuovi protocolli terapeutici. Lo studio 
delle DC nei pazienti affetti da tumore è quindi importante per una più dettagliata 
conoscenza dei meccanismi di “escape tumorale” nel singolo paziente, e nella successiva 
individuazione di una terapia personalizzata. 
 
 
1.9.  CELLULE DENDRITICHE E TUMORI 
Diversi studi hanno mostrato che le cellule tumorali possono sfuggire al controllo 
immunitario mediante diversi meccanismi che coinvolgono tutte le popolazioni del sistema 
immunitario [43], tra cui quelli riguardanti le cellule dendritiche sono (figura 1.7): 
• INIBIZIONE DEL DIFFERENZIAMENTO DELLE DC A PARTIRE DA PRECURSORI EMATOPOIETICI 
CD34+ E/O MONOCITARI CD14+ 
È stato dimostrato che fattori solubili prodotti dalle cellule tumorali, quali VEGF, M-
CSF e IL-6, inibiscono il differenziamento delle cellule dendritiche in vitro a partire 
dai progenitori ematopoietici CD34+. Si ritiene inoltre che il VEGF inibisca la 
maturazione delle DC in vivo nel midollo osseo [44, 45]. Inoltre è stato dimostrato che 
aggiungendo il surnatante tumorale durante la differenziazione delle DC in vitro a 
partire da monociti circolanti, si ottengono DC con uno stadio maturativo avanzato, 
caratterizzate quindi da una ridotta capacità di up-take dell’antigene e di produzione 
di citochine, e incapaci di sviluppare un’attività immunostimolatoria efficace [46]. 
• INDUZIONE DELL’APOPTOSI NELLE DC CIRCOLANTI 
In pazienti affetti da cancro alla mammella allo stadio precoce, le DC circolanti 
mostrano un alto grado di apoptosi spontanea, indotta da fattori solubili prodotti 
dalle cellule tumorali, tra cui IL-10 e VEGF [21, 47]. 
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• TOLEROGENICITÀ DELLE DC IMMATURE: ANERGIA E INDUZIONE DEI LINFOCITI T reg 
I linfociti T regolatori (T reg) svolgono un ruolo cruciale nell’induzione della 
tolleranza periferica verso gli antigeni self, come la flora batterica presente 
nell’intestino umano. Alcuni meccanismi di escape tumorale inducono questa 
tolleranza immunologica anche verso gli antigeni tumorali. In diversi tumori solidi è 
stata osservata un’aumentata frequenza sia dei linfociti T reg infiltranti il tumore che 
di quelli circolanti, e in alcuni casi questa caratteristica è correlata ad una peggiore 
prognosi e ad una minore sopravvivenza [48, 49]. In particolare i linfociti Tr1, 
inducibili dalle cellule T naive in specifiche condizioni, sembrano svolgere un ruolo 
determinante nella progressione tumorale, e le cellule dendritiche, in assenza delle 
molecole co-stimolatorie e delle citochine necessarie per un’efficace stimolazione delle 
cellule T, ne inducono la generazione [47, 50, 51]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Studi eseguiti negli ultimi anni hanno dimostrato che le DC di pazienti affetti da diversi tipi 
di tumore presentano anomalie sia a livello quantitativo che funzionale, tali da inibirne la 
capacità di sviluppare una risposta immunitaria anti-tumorale efficace. 
Uno studio condotto in pazienti affetti da tumore alla mammella, alla prostata e da glioma 
maligno ha mostrato una diminuzione nel numero di DC circolanti, e un accumulo, correlato 
allo stadio della malattia, di APC CD11c-CD123- immature ma con un'elevata espressione 
della molecola HLA-DR, incapaci di indurre una risposta immunitaria efficace [52]. Pazienti 
Figura 1.7: Le disfunzioni delle DC indotte dal 
tumore portano alla diffusione 
tumorale. 
Da: Bennaceur K et al. Biochim 
Biophys Acta. 2009; 1795: 16-24 
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affetti da melanoma allo stadio IV hanno mostrato un numero doppio di linfociti T reg 
circolanti rispetto sia ai controlli sani sia ai pazienti in stadio I; questi ultimi inoltre 
possiedono un numero maggiore di pDC rispetto ai controlli [51]. Uno studio condotto su 
soggetti affetti da cancro alla mammella ha mostrato una drastica riduzione del numero di 
mDC circolanti, caratterizzate da un fenotipo più maturo rispetto ai controlli sani, e 
secernenti una minore quantità di IL-12 [46]. Una ricerca condotta in pazienti affetti da 
carcinoma epatocellulare ha mostrato una riduzione del numero di DC mieloidi circolanti 
rispetto ai controlli sani, della capacità di secernere IL-12 e di stimolare la proliferazione dei 
linfociti T [53]. Parallelamente un altro studio condotto sempre da Ormandy et al. ha 
dimostrato un aumento nel numero di T reg circolanti e infiltranti il tumore in questo tipo di 
pazienti [54]. In pazienti affetti da carcinoma a cellule squamose della testa e del collo 
(HNSCC) è stata osservata una diminuzione delle mDC e dell'espressione, in entrambi i 
sottotipi di DC circolanti, della molecola HLA-DR [55]. Ulteriori studi su pazienti affetti da 
adenocarcinoma della prostata in stadio metastatico hanno evidenziato una significativa 
riduzione del numero di DC circolanti mature rispetto ai controlli sani [56]. 
Anche la generazione in vitro delle DC a partire dai monociti circolanti risulta essere alterata 
in pazienti affetti da diversi tipi di tumore. Uno studio condotto da Hasebe et al. ha mostrato 
che le DC ottenute dai pazienti esprimono livelli inferiori delle molecole CD11c, CD40, CD86 
e HLA-DR rispetto ai controlli sani, così come sono ridotte le capacità migratorie e di 
presentazione dell’antigene [57]. 
Nel caso particolare del cancro colon-rettale, è stata osservata una soppressione locale della 
risposta immunitaria, a favore di una forte attivazione della risposta di tipo Th2, 
maggiormente tolerogenica nei confronti delle cellule tumorali, rivelando così un ulteriore 
possibile meccanismo di escape tumorale presente nel CRC [58, 59]. Diversi studi sono stati 
effettuati sul coinvolgimento e sulla distribuzione a livello locale delle cellule dendritiche nel 
CRC, ma nonostante ciò le opinioni restano ancora discordanti in materia. Uno studio di 
Schwaab et al. ha dimostrato una minore densità di DC infiltranti il tumore rispetto alla 
mucosa sana; queste cellule però non presentano differenze nell’espressione delle molecole 
co-stimolatorie rispetto ai controlli sani [60]. Huang et al. hanno sottolineato invece un 
aumento di DC infiltranti la mucosa sia tumorale che la sana adiacente, associato ad una 
diminuzione del numero di DC circolanti, indice di una possibile ridistribuzione delle DC tra 
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il circolo sistemico e la mucosa intestinale, indotta dagli alti livelli sierici di TGF-β [61]. Un 
ulteriore studio ha mostrato invece la formazione di cluster tra DC e linfociti T ai margini 
invasivi del tumore, segni di una possibile attività anti-tumorale [62]. In uno studio del 2008, 
Yuan et al. hanno esaminato il pattern di infiltrazione delle DC lungo la sequenza adenoma-
carcinoma. Entrambi i tumori mostrano una minore densità di DC mature rispetto alla 
mucosa sana, con una maggiore concentrazione ai margini dello stroma nel carcinoma, e a 
livello sottoepiteliale nel caso dell’adenoma. Il primo inoltre, presenta una maggiore densità 
di DC immature, concentrate all’interno della massa tumorale [63]. Sandel et al. hanno 
evidenziato una maggiore quantità di DC immature infiltranti il tumore, associata ad un 
maggior numero di linfociti T CD8+ e/o CD4+ intra-epiteliali. Il maggior grado di infiltrato 
immunitario tumorale non risulta però associato ad un miglior esito della malattia [64]. 
Questi risultati suggeriscono che vi è una conoscenza ancora parziale dell’effettiva 
funzionalità delle cellule immunitarie infiltranti il tumore, e solleva la necessità di 
approfondire tale ambito. Gli studi condotti sulle DC circolanti e sulla loro generazione in 
vitro in soggetti affetti da CRC sono ancora scarsi [65]. La valutazione del setting 
immunologico a livello sistemico del singolo paziente, la sua eventuale compromissione, e la 
reazione ai convenzionali trattamenti chirurgici e/o chemioterapici, è essenziale per poter 
ampliare le conoscenze sull’immunobiologia e sui meccanismi di immunoescape che 
contribuiscono allo sviluppo e alla progressione del cancro colon-rettale, e per sviluppare in 
futuro nuovi approcci immunoterapici più efficienti e specifici per il singolo tumore. 
La scelta di studiare il tumore colon-rettale è stata dettata dalla elevata frequenza e 
aggressività di tale patologia. Pertanto ci siamo proposti di definire lo status immunologico 
dei pazienti attraverso la valutazione del fenotipo e della funzionalità delle DC circolanti; di 
determinare l’effettiva rilevanza dei pathways di escape tumorale conosciuti a livello 
sistemico, ed eventualmente di individuarne di nuovi, per poter definire in futuro nuove 
strategie immunoterapeutiche; infine, di individuare possibili sottogruppi di pazienti basati 
su caratteristiche immunologiche, e fornire validi parametri per l’inclusione o meno dei 
soggetti in determinati trial clinici immunoterapici, al fine di ottenere una sempre maggiore 
“tailored therapy” per il singolo paziente. 
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A tale scopo, lo studio è stato articolato come segue: 
 Enumerazione e caratterizzazione dal punto di vista fenotipico delle cellule 
dendritiche circolanti (mieloidi e plasmacitoidi) nel sangue periferico dei pazienti sia 
in stadio precoce che avanzato di malattia, e confronto con i controlli sani. 
Questo ha permesso di esaminare la componente immunogenica e/o tolerogenica, 
direttamente sul campione di sangue in toto, evitando la manipolazione in vitro delle 
cellule, che avrebbe potuto determinare la selezione di un particolare sottotipo 
cellulare e/o indurre modificazioni fenotipiche e funzionali delle cellule. 
 Valutazione, mediante sistemi di coltura specifici, della capacità dei monociti isolati 
dagli stessi pazienti di differenziare in vitro in cellule dendritiche, analizzando 
successivamente le caratteristiche fenotipiche (presenza di molecole co-stimolatorie, 
di maturazione, HLA-DR) e funzionali (capacità fagocitaria, produzione di citochine, 
capacità di presentare l’antigene) delle cellule così ottenute. 
 Individuazione di nuovi parametri immunologici utili per la stadiazione, la prognosi 
e la scelta del trattamento terapeutico. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. MATERIALI E METODI 
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2.1.  DEFINIZIONE DEI PAZIENTI 
Criteri di inclusione: 
• Età maggiore di 18 anni 
• Pazienti con diagnosi di adenocarcinoma del colon-retto a diverso stadio di 
malattia (n=26) 
• Soggetti sani per la determinazione ex vivo delle DC periferiche (n=96); soggetti 
sani per la coltura delle DC in vitro (n=14) 
Criteri di esclusione: 
• Presenza di altre neoplasie 
• Trattamento con farmaci immunosoppressori 
• Malattie del sistema immunitario (patologie autoimmuni, reumatiche, 
immunodeficienza congenita) 
• Malattie infettive 
• Malattie ematologiche 
 
2.2 PRELIEVO DEL CAMPIONE 
• Prelievo di circa 30 ml di sangue periferico in litio-eparina 
• Prelievo di 2 ml di sangue periferico in EDTA 
Lo studio ha previsto 4 prelievi per ciascun soggetto affetto da CRC secondo lo 
schema qui riportato. 
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2.3 CARATTERIZZAZIONE CITOFLUORIMETRICA EX VIVO DELLE DC MIELOIDI E 
PLASMACITOIDI DA SANGUE PERIFERICO 
Le cellule dendritiche circolanti mieloidi (mDC) e plasmacitoidi (pDC) sono 
identificate ed enumerate ex vivo direttamente sul campione di sangue in toto, 
mediante l'impiego della citofluorimetria a flusso multiparametrica (tripla 
fluorescenza), come descritto precedentemente [66]. Per l’identificazione delle mDC e 
pDC sono utilizzate miscele specifiche di anticorpi monoclonali coniugati con 
sostanze fluorescenti, quali la ficoeritrina (PE), l'isotiocianato di fluoresceina (FITC), 
la ficoeritrina cianina (PC5) (Beckman Coulter Inc.; Brea, CA, USA). Un volume pari a 
100 μl di sangue periferico raccolto in EDTA è incubato con 10 μl di una miscela 
specifica di anticorpi monoclonali coniugati per le DC mieloidi o plasmacitoidi, per 20 
minuti a temperatura ambiente e al riparo dalla luce. Al termine dell'incubazione, si 
aggiunge ad ogni campione 1 ml di soluzione lisante Versalyse (Immunotech SAS; 
Marseille, Francia), quindi viene eseguita una seconda incubazione per 20 minuti a 
temperatura ambiente e al riparo dalla luce. Dopo due lavaggi con una soluzione 
salina, le cellule sono rispospese in 1 ml della stessa, e analizzate mediante il 
citofluorimetro EPICS XL (Beckman Coulter Inc.), al fine di determinare la 
percentuale di cellule positive per ciascun marcatore e l'intensità della fluorescenza. 
Il numero assoluto di mDC e pDC è calcolato indirettamente moltiplicando la 
percentuale delle DC nel gate delle cellule mononucleate, ottenuta con il suddetto 
protocollo, per il numero assoluto delle cellule mononucleate, determinato da uno 
strumento contaglobuli (Abbott Laboratories; Abbott Park, IL, USA). 
Le due miscele di anticorpi monoclonali sono così costituite: 
 
CD14-CD16-FITC 
CD85K-PE    anticorpi coniugati per le DC mieloidi 
CD33-PC5 
 
CD14-CD16-FITC 
CD85K-PE    anticorpi coniugati per le DC plasmacitoidi 
CD123-PC5 
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Strategia di gating. La strategia di gating è mostrata in figura 2.1. Inizialmente gli 
eventi sono acquisiti in un dot plot secondo le caratteristiche di side scatter (SS) e 
forward scatter (FS); il gate costruito (R1) include le cellule mononucleate periferiche 
(PBMC) ed esclude i granulociti e i detriti, in quanto le DC circolanti possiedono 
parametri di FS e SS simili ai linfo-monociti. Per ogni campione sono acquisiti 50.000 
eventi nel gate R1, a causa del basso numero di DC circolanti. Successivamente questi 
eventi sono analizzati in un dot plot costituito dal side scatter (SS) versus l’antigene 
CD33 per il subset mieloide, o versus il CD123 per il subset plasmacitoide, 
selezionando quindi le cellule CD33+ (R2) (o CD123+, gate R5). Queste cellule sono 
quindi esaminate per l’espressione delle molecole CD85k, CD14 e CD16 in un 
appropriato dot plot: le cellule positive per il CD85k e negative, o a bassa intensità di 
espressione, per il CD14 e il CD16 sono selezionate (gate R3 e R6). Infine un ulteriore 
dot plot del CD85k versus il CD33 (o CD123) è creato per identificare le DC mieloidi 
(R4) (o le DC plasmacitoidi, gate R7) in una caratteristica forma rotondeggiante 
(figura 2.1) 
Figura 2.1: Strategia di gating per l’identificazione delle DC mieloidi (mDC) e plasmacitoidi (pDC) circolanti 
come percentuale delle cellule mononucleate periferiche (PBMC). 
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2.4 GENERAZIONE DELLE DC IN VITRO DA MONOCITI CIRCOLANTI 
La metodica di generazione in vitro delle DC presenta il vantaggio di poterne studiare 
la funzionalità più approfonditamente rispetto ai protocolli ex vivo. Le cellule CD14+ 
(monociti) del sangue periferico sono purificate mediante sistema immunomagnetico 
con il relativo CD14 Isolation Kit (Miltenyi Biotec GmbH; Bergisch Gladbach, 
Germania), come descritto dalla casa produttrice e in lavori precedenti [67, 68]. Per 
effettuare la separazione, le cellule sono magneticamente coniugate con le biglie 
Microbeads CD14, e separate su colonna posta nel campo magnetico del separatore 
MACS. Le cellule CD14+ coniugate magneticamente sono trattenute nella colonna, 
mentre quelle CD14- sono eluite. Dopo allontanamento della colonna dal campo 
magnetico, le cellule CD14+ sono raccolte come frazione cellulare selezionata 
positivamente. 
Il sangue periferico, circa 30 ml in litio-eparina, è distribuito in provette, diluito 1:2 in 
PBS sterile (Sigma-Aldrich Co; St Louis, MO, USA), e stratificato su gradiente di 
densità Ficoll-Hypaque (Lympholyte-H, Cedarlane Laboratories Ltd; Burlington, 
Ontario, Canada); quindi si centrifuga a 500g per 20 minuti a temperatura ambiente 
senza freno. Nel gradiente si ottiene la seguente suddivisione cellulare: in fondo alla 
provetta si depositano i globuli rossi e i granulociti; sopra vi è il gradiente; quindi si 
ha la presenza di un anello che contiene le cellule mononucleate; al di sopra si 
trovano il plasma e le piastrine. Si raccolgono le cellule mononucleate, si effettuano 
due lavaggi in PBS sterile, e si risospendono in un appropriato volume di buffer, 
costituito da PBS sterile supplementato con lo 0,5% di siero fetale bovino (SVF; 
Euroclone SpA, Pavia, Italia) e 2mM di EDTA (Sigma-Aldrich Co), per la conta al 
microscopio. Si centrifuga, si rimuove il surnatante, e si risospende il pellet in 80 μl di 
buffer per un totale di 107 cellule. La selezione positiva con le colonne tipo MS+/RS+ è 
utilizzata per la processazione di un massimo di 2x108 cellule. Si aggiungono 20 μl di 
biglie MACS CD14 Microbeads (Miltenyi Biotec GmbH), e la sospensione è incubata 
per 15 minuti a 4°C. Quindi si effettua un lavaggio con il buffer, si risospende il pellet 
in 500 μl di buffer e si procede con la separazione immunomagnetica. La colonna è 
posta nel campo magnetico del separatore MACS (Miltenyi Biotec GmbH) e lavata 
Materiali e Metodi 
35 
 
con 500 μl di buffer freddo prima di applicare la sospensione cellulare. Quindi si 
procede con il passaggio delle cellule: le CD14+ sono trattenute dal campo magnetico 
in quanto coniugate con le microbeads anti-CD14, mentre le CD14- eluiscono. Al 
termine del passaggio delle cellule, la colonna è lavata tre volte con 500 μl di buffer 
freddo, quindi staccata dal separatore MACS e posta su una provetta; le cellule 
CD14+ sono recuperate con 1 ml di buffer posto sulla colonna ed esercitando una 
pressione con l'apposito pistone. I monociti CD14+ così isolati sono contati e sospesi 
alla concentrazione cellulare di 1x106/ml in terreno completo per DC, così costituito: 
RPMI 1640 (Gibco Laboratories; Grand Island, NE, USA) supplementato con il 10% di 
SVF, L-Glutammina 2mM (Euroclone SpA), streptomicina 100 μg/ml, penicillina 100 
UI/ml (Sigma-Aldrich Co), e coltivate in presenza di GM-CSF 50 ng/ml e IL-4 50 
ng/ml (PeproTech Inc; Rocky Hill, NJ, USA). Nelle condizioni di coltura descritte, a 37 
°C e 5% di CO2, i monociti si differenziano dopo 6 giorni in cellule dendritiche allo 
stadio immaturo. La maturazione delle cellule dendritiche è indotta al sesto giorno 
aggiungendo come antigene il lipopolisaccaride (LPS; Sigma-Aldrich Co) alla 
concentrazione non tossica di 100 ng/ml direttamente al pozzetto originale, e la 
piastra è incubata per ulteriori 24 ore. 
 
2.5 CARATTERIZZAZIONE MORFOLOGICA 
Le cellule prelevate dalle colture a diversi giorni di differenziamento, sono lavate in 
PBS-EDTA 2mM e risospese alla concentrazione di 2×106/ml; un volume pari a 50 μl 
di ogni sospensione cellulare è posto nei coni da citocentrifuga e centrifugati a bassa 
velocità (800g, 10 minuti) (Shandon Cytospin-2 Centrifuge, GMI Inc; Ramsey, MN, 
USA). I vetrini sono lasciati asciugare all’aria e colorati con il metodo May-Grünwald-
Giemsa. Sul vetrino è versato 1 ml di liquido May-Grünwald-Giemsa (Carlo Erba 
Reagenti Spa; Milano, Italia) e lasciato agire per 3 minuti (fase di fissazione delle 
cellule). Sono aggiunti al liquido 2 ml di acqua distillata per altri 5-6 minuti, agitando 
per evitare la formazione di precipitati. Il colorante è quindi eliminato, e i vetrini sono 
ricoperti con 3 ml di acqua distillata alla quale sono aggiunte 3 gocce di soluzione 
Giemsa. Dopo 7 minuti i vetrini vengono lavati con acqua, asciugati con carta da filtro 
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e letti al microscopio con obiettivo a immersione (60x, 100x) (Olympus Corporation; 
Tokyo, Giappone). 
 
2.6 CARATTERIZZAZIONE FENOTIPICA 
L'analisi fenotipica delle DC allo stadio immaturo e maturo è effettuata mediante 
l'utilizzo di specifici anticorpi monoclonali coniugati con PE o FITC, che si legano a 
determinati antigeni espressi in superficie dalle DC. Per ogni campione in esame è 
allestito in parallelo un campione non marcato con gli anticorpi monoclonali per 
escludere l'autofluorescenza delle cellule. Per l'immunofenotipizzazione si 
recuperano le cellule dal pozzetto, si centrifugano e si allontana il surnatante; quindi 
si risospende un'aliquota di circa 104 cellule in un appropriato volume di PBS 
supplementato con lo 0,05% di NaN3 (Sigma-Aldrich Co) e lo 0,2% di SVF (PBS-NaN3-
SVF) e si effettua un lavaggio. Quindi si risospende il pellet in un adeguato volume di 
PBS-NaN3-SVF e si incubano 100 μl della sospensione cellulare con 10 μl degli 
anticorpi monoclonali presi in esame, per 20 minuti a temperatura ambiente e al 
riparo della luce. Al termine del periodo di incubazione, si effettua un lavaggio in 
PBS-NaN3-SVF, si risospende in 400 μl della stessa soluzione, e si esegue la lettura al 
citofluorimetro EPICS XL (Beckman Coulter Inc.) e/o FACScan (Beckton Dickinson; 
Franklin Lakes, NJ USA), al fine di determinare la percentuale di cellule positive e 
l'intensità media di fluorescenza (MFI). Gli anticorpi monoclonali utilizzati sono i 
seguenti: CD14-FITC; HLA-DR-FITC (Immunotools, Friesoythe, Germany); CD40-PE; 
CD80-FITC; CD83-PE (Immunotech SAS). Al sesto giorno è valutato il grado di 
differenziamento dei monociti in cellule dendritiche immature, prendendo in esame 
dal punto di vista fenotipico, l'espressione da parte delle cellule dell'antigene CD14 e 
della proteina del sistema maggiore di istocompatibilità di classe II HLA-DR. 
Al settimo giorno è valutata la maturazione delle DC in seguito a stimolo maturativo, 
tramite l'analisi degli antigeni CD40, CD80, CD83 e della proteina HLA-DR. 
 
2.7 CARATTERIZZAZIONE FUNZIONALE 
 ENDOCITOSI RECETTORE-MEDIATA DI FITC-DESTRANO 
Poiché la fagocitosi è una caratteristica delle DC immature, è valutata sulle cellule 
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ottenute al sesto giorno di coltura. L'endocitosi mediata dal recettore per il mannosio 
è valutata come up-take di FITC-destrano (Sigma-Aldrich Co), in quanto tale sostanza 
mostra un'elevata affinità per questo recettore. Per ogni campione è previsto un 
controllo a 0°C in cui viene misurata la quantità di antigene coniugata in maniera 
aspecifica alla superficie cellulare, senza essere inglobata nella cellula. Le cellule 
dendritiche immature al sesto giorno sono risospese alla concentrazione di 106 
cellule/ml in terreno RPMI 1640 supplementato con il 5% di SVF. Per ciascun 
campione da analizzare e per i relativi controlli, sono utilizzati 500 μl della 
sospensione cellulare che sono posti rispettivamente in incubatore a 37°C al 5% di 
CO2, e a 0°C, per 30 minuti. La soluzione di FITC-destrano è preparata alla 
concentrazione di 2 mg/ml in RPMI 1640 addizionato con il 10% di SVF, e mantenuta 
al riparo della luce a -20°C. Il FITC-destrano è utilizzato pre-riscaldato (37°C per 30 
minuti) e aggiunto nel volume di 500 μl in ciascun campione; le provette sono quindi 
vortexate e poste nuovamente a 37°C al 5% di CO2, e a 0°C i controlli, per 60 minuti. 
Al termine del periodo di incubazione, si effettuano due lavaggi in PBS freddo per 
bloccare l’internalizzazione ed eliminare il FITC-destrano in eccesso. Il pellet è 
risospeso in 300 μl di PBS e addizionato con 1% di formalina (Bio Optica Milano SpA, 
Milano, Italia). Quindi si procede con l'analisi citofluorimetrica; i risultati sono 
espressi come differenza tra l'intensità media di fluorescenza misurata nel campione 
incubato a 37°C, e quella nel relativo controllo incubato a 0°C (ΔMFI). 
 REAZIONE LINFOCITARIA MISTA (RLM) 
La reazione linfocitaria mista si basa sul riconoscimento da parte dei linfociti T di 
allo-antigeni espressi su una cellula dendritica di un soggetto estraneo. Occorrono 
quindi due popolazioni cellulari: DC del paziente o del controllo sano da usare come 
stimulator, e linfociti T di un donatore sano da usare come responder. Le DC mature 
al giorno +8 sono risospese in terreno RPMI 1640 supplementato con SVF 10%, L-
Glutammina 2mM, streptomicina 100 μg/ml, penicillina 100 UI/ml, alla 
concentrazione di 2x105 cellule/ml. Per ogni set di DC si utilizza una riga completa di 
12 pozzetti di una piastra da 96 pozzetti a fondo tondo, effettuando diluizioni scalari 
1:10 e 1:30 (ogni diluizione è ripetuta in triplicato). I linfociti T sono ottenuti con 
metodo immunomagnetico da sacca di buffy coat di un donatore sano adulto; queste 
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cellule sono risospese in terreno completo per DC alla concentrazione di 2x106 
cellule/ml, e aggiunti ad ogni pozzetto alla concentrazione di 1x106 cellule/ml. Per la 
valutazione della proliferazione spontanea dei linfociti T sono allestiti almeno tre 
pozzetti con solo i linfociti T, alla concentrazione di 2x105 cellule/pozzetto. Per ogni 
set di DC sono allestiti almeno tre pozzetti di controllo, costituiti dalle sole DC. La 
piastra è incubata a 37°C al 5% di CO2 per 5 giorni. La proliferazione dei linfociti T del 
donatore indotta dallo stimolo allogenico presentato dalle DC è valutata 
citofluorimetricamente, quantizzando la percentuale di linfociti T che si trovano in 
fase S del ciclo cellulare, mediante colorazione con ioduro di propidio (IP; eBioscence 
Inc, San Diego, CA, USA). A tale scopo, al sesto giorno di coltura della RLM, le cellule 
sono recuperate dai pozzetti e si effettua un lavaggio in PBS-EDTA 2mM a 
temperatura ambiente. Si risospendono in 1 ml di PBS-EDTA 2mM e si fissano in 
etanolo al 96% freddo (Sigma-Aldrich Co), aggiungendone 3 ml goccia a goccia, 
lavorando in ghiaccio e su vortex. I campioni sono quindi mantenuti a -20°C per 
almeno 24 ore. Per valutare la proliferazione cellulare si effettuano due lavaggi in 
PBS-EDTA 2mM, si aggiungono 10 μl di RNasi 1 mg/ml (Sigma-Aldrich Co) e 1 ml di 
ioduro di propidio 20 μg/ml, e si procede con l'incubazione a temperatura ambiente e 
al riparo dalla luce per 60 minuti. Terminato il periodo di incubazione, si esegue la 
lettura al citofluorimetro Epics-XL. L’analisi è effettuata con il software MultiCycle 
(Beckman Coulter Inc.). 
 PRODUZIONE DI CITOCHINE 
La produzione di citochine specifiche da parte delle DC dopo stimolazione con 
antigene batterico è valutata sul surnatante delle colture mediante tecnica ELISA, 
come descritto dalla casa produttrice. Le citochine valutate sono: IL-6, IL-10, IL-12, 
TNF-α e TGF-β1. Al settimo giorno il surnatante, ottenuto dalla centrifugazione e 
filtrazione su filtri 0.2 μm (International Pbi SpA, Milano, Italia) della sospensione 
cellulare, è conservato a -80°C fino all’analisi. 
 
2.8 ANALISI STATISTICA 
L’analisi statistica è effettuata utilizzando il software GraphPadPrism (GraphPad 
Software Inc.; La Jolla, CA, USA). I risultati sono espressi come valore medio ± errore 
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standard della media (SEM). Differenze significative nel confronto tra i vari gruppi, se 
i valori seguono una distribuzione normale, sono determinate con il test di Student a 
due code, appaiato o non appaiato a seconda dei gruppi oggetto del confronto. Nei 
casi di distribuzione non gaussiana, sono utilizzati il test di Mann-Whitney per 
campioni non appaiati, o il test di Wilcoxon per confrontare campioni appaiati. 
L’analisi della correlazione tra il numero assoluto delle DC e l’età dei soggetti è 
effettuata con il test di correlazione di Pearson (distribuzione gaussiana) o di 
Spearman (distribuzione non gaussiana). Valori di p<0.05 sono considerati 
statisticamente significativi. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. RISULTATI 
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a b 
La determinazione delle DC mieloidi e plasmacitoidi circolanti è stata eseguita in 96 controlli 
sani (healthy controls, HC) di età compresa tra 0 e 74 anni. I soggetti sani sono stati suddivisi 
in fasce di età al fine di valutare la relazione nella popolazione tra il numero/fenotipo di 
cellule dendritiche ed età dei soggetti, e di utilizzare successivamente il range appropriato 
nel confronto con i pazienti (tabella III-A). I risultati hanno mostrato una significativa 
riduzione del numero di DC mieloidi (r=0.5368, p<0.0001) e plasmacitoidi (r=0.4897, 
p<0.0001) all’aumentare dell’età dei donatori (figura 3.1a, b) [66]. 
Tabella III-A: Caratteristiche della popolazione sana e numero assoluto delle DC circolanti nei soggetti sani suddivisi 
in quattro gruppi sulla base dell’etàI 
 
Figura 3.1: Effetti dell’invecchiamento sul numero assoluto di cellule dendritiche circolanti. I grafici mostrano la 
correlazione negativa tra il numero assoluto di (a) mDC e di (b) pDC e l’età del donatore (p<0.0001). Ogni 
simbolo rappresenta un singolo campione. I grafici mostrano la regressione non lineare (linea continua) e 
l’intervallo di confidenza del 95% (linea tratteggiata). 
mDC, cellule dendritiche mieloidi; pDC, cellule dendritiche plasmacitoidi 
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Sono stati analizzati 26 pazienti affetti da cancro colon-rettale a diverso stadio di malattia (5 
in stadio I, 7 in stadio II, 12 in stadio III, 2 in stadio IV, secondo classificazione AJCC e UICC). 
Nove pazienti non sono stati più reperibili dopo l’intervento chirurgico, per cui è stato 
effettuato soltanto il primo prelievo. In 23 pazienti sono state valutate sia le cellule 
dendritiche circolanti che allestite le colture cellulari, in 3 è stata effettuata solo la valutazione 
citofluorimetrica delle DC circolanti. Per effettuare l’analisi statistica, i risultati dei pazienti in 
stadio IV (n=2) sono stati accorpati con quelli in stadio III. 
 
 
3.1 Enumerazione delle DC da sangue periferico: confronto tra pazienti CRC e 
controlli sani 
Il numero di DC mieloidi e plasmacitoidi circolanti nel sangue periferico dei pazienti affetti 
da CRC, considerati nella loro totalità e suddivisi per stadio, è stato confrontato con quello 
dei controlli sani, selezionando i valori ottenuti nella fascia d’età corrispondente a quella dei 
pazienti (40-74 anni) (tabella III-B). I pazienti analizzati presentano un numero assoluto di 
DC mieloidi sovrapponibile a quello dei controlli sani, mentre il numero di DC plasmacitoidi 
risulta significativamente inferiore (6.40 ± 0.83/μL vs 8.46 ± 0.65/μL; p<0.05). L’analisi 
effettuata nei singoli stadi mostra un risultato simile solo nei pazienti in stadio III-IV (5.92/μL 
vs 8.46 ± 0.65/μL; p<0.05). Il numero significativamente inferiore di pDC nei pazienti si 
riflette nel numero assoluto di DC totali solo per lo stadio III-IV (16.38 ± 2.15/μL vs 22.46 ± 
1.38/μL, stadio III-IV vs HC, rispettivamente; p<0.05) (figura 3.2a). Inoltre il rapporto tra il 
numero di pDC e mDC risulta significativamente più basso nei pazienti rispetto ai soggetti 
sani, sia considerando i pazienti nella loro totalità che lo stadio III-IV singolarmente (0.48 ± 
0.04 e 0.48 ± 0.06 vs 0.70 ± 0.07, rispettivamente p<0.01 e p<0.05) (figura 3.2b). 
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Tabella III-B: Caratteristiche dei pazienti affetti da CRC e 
dei donatori sani per la determinazione ex 
vivo del numero delle DC circolanti 
I dati sono mostrati come valore medio ± SEM. In parentesi il 
valore percentuale. 
CRC, carcinoma colon-rettale; WBC, leucociti; MNC, cellule 
mononucleate 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 CRC Controlli sani 
Numero di soggetti (n) 26 33 
Età (anni)   
Media 68.85 ± 2.14 54.69 ± 1.82 
Range 42-86 40-74 
Sesso 
M 
F 
 
20 (76.92) 
6 (23.08) 
 
14 (42.42) 
19 (57.58) 
Localizzazione del tumore: 
Colon destro 
Colon sinistro 
Colon Trasverso 
Retto 
 
10 (38.46) 
5 (19.23) 
1 (3.85) 
10 (38.46) 
/ 
Stadio clinico 
I 
II 
III 
IV 
 
5 (19.23) 
7 (26.92) 
12 (46.15) 
2 (7.69) 
/ 
Chemioterapia 
Sì 
No 
 
5 (19.23) 
21 (80.77) 
/ 
WBC (x103/μL) 7.02 ± 0.39 6.80 ± 0.34 
MNC (x103/μL) 2.13 ± 0.12 2.54 ± 0.13 
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Figura 3.2: Determinazione del numero assoluto di mDC e pDC circolanti in pazienti affetti da 
CRC e in donatori sani. (a) Il numero assoluto di pDC e di DC totali è significativamente 
inferiore nei pazienti affetti da CRC in stadio III/IV. (b) Il rapporto tra pDC e mDC è 
significativamente inferiore nei pazienti affetti da CRC in stadio III/IV e nei pazienti 
considerati nella loro totalità. Ogni simbolo rappresenta un singolo campione. La linea 
orizzontale in ogni serie rappresenta il valore medio. 
mDC, cellule dendritiche mieloidi; pDC, cellule dendritiche plasmacitoidi; HC: controlli 
sani. 
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 
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3.2  Generazione in vitro delle DC a partire da monociti isolati da sangue periferico: 
confronto tra pazienti e controlli sani 
La capacità di generare in vitro cellule dendritiche a partire dai monociti circolanti (MoDC) e 
le caratteristiche morfologiche, fenotipiche e funzionali delle DC ottenute, sono state valutate 
sia nei pazienti affetti da CRC che nei controlli sani (n=14). In figura 3.3 sono mostrati i 
risultati ottenuti al time-point pre-chirurgico da tutti i soggetti affetti da tumore del colon-
retto e dai controlli sani. 
Al giorno +6 di coltura i pazienti mostrano una capacità di generare cellule dendritiche 
inferiore ai controlli sani, come dimostrato dalla significativa persistenza dell’antigene CD14 
sulle cellule generate (29.42 ± 6.16% vs 5.51 ± 1.38%; p<0.05). Analizzando i singoli stadi si 
può notare che la capacità generativa peggiora con la progressione della malattia. Infatti i 
pazienti in stadio I non mostrano differenze significative rispetto ai controlli sani (20.83 ± 
17.86% vs 5.51 ± 1.38%; p=ns); i pazienti in stadio II mostrano il 19.33 ± 9.90% di cellule 
CD14+ (p<0.05 rispetto a HC), e i pazienti in stadio III-IV il 36.50 ± 8.15% (p<0.01 rispetto a 
HC). L’attività di endocitosi, caratteristica delle DC allo stadio immaturo, è 
significativamente superiore, nei pazienti rispetto ai controlli, solo nello stadio III-IV (ΔMFI: 
88.52 ± 17.08 vs 48.83 ± 5.78; p<0.05) (figura 3.3a). 
Le analisi effettuate al giorno +7 dopo stimolazione con LPS, mostrano che le cellule ottenute 
dai pazienti CRC esprimono in modo significativamente inferiore le molecole co-stimolatorie 
CD40 e CD80 rispetto ai controlli sani (CD40 MFI: 1828.00 ± 171.40 vs 2526.37 ± 147.80, 
p<0.01; CD80: 90.27 ± 2.38% vs 97.34 ± 0.72%, p<0.05). L’espressione di queste due molecole è 
significativamente inferiore rispetto ai soggetti sani anche nei pazienti in stadio III-IV 
considerati separatamente (CD40 MFI: 1065.94 ± 180.60 vs 2526.37 ± 147.80, p<0.001; CD80: 
88.33 ± 3.36% vs 97.34 ± 0.72%, p<0.01); risultato simile per il CD80 si ottiene confrontando lo 
stadio III-IV con lo stadio II (88.33 ± 3.36% vs 96.70 ± 2.10%, p<0.05). 
L’espressione del marker di maturazione CD83 risulta significativamente ridotta nei pazienti 
rispetto ai soggetti sani (65.87 ± 6.29% vs 92.84 ± 1.88%; p<0.05). Questo risultato riflette la 
drastica riduzione che si ottiene analizzando separatamente lo stadio III-IV (53.63 ± 8.28% vs 
92.84 ± 1.88%; p<0.001), che mostra un’espressione del CD83 significativamente inferiore 
anche rispetto allo stadio II (53.63 ± 8.28% vs 85.83 ± 7.44%; p<0.05) (figura 3.3b). 
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Inoltre, in accordo alle caratteristiche fenotipiche, le cellule dendritiche ottenute dalle colture 
dei pazienti mostrano una capacità di presentare l’antigene a linfociti T allogenici 
significativamente inferiore rispetto ai controlli sani (fase S: 6.86 ± 0.93% vs 13.78 ± 1.73%; 
p<0.01). Risultati simili, significativamente inferiori al controllo, sono osservati in tutti gli 
stadi (fase S negli stadi I, II e III-IV: 6.45 ± 1.79% e 6.63 ± 1.23% e 7.11 ± 1.55% vs 13.78 ± 
1.73%, rispettivamente; p<0.05) (figura 3.3b). 
La determinazione delle citochine secrete dalle DC al giorno +7 di coltura mostra un 
aumento significativo della IL-10 nei pazienti in stadio III-IV, sia rispetto ai controlli (453.30 ± 
138.10 pg/mL vs 45.05 ± 11.59 pg/mL; p<0.01), sia rispetto ai pazienti in stadio I (453.30 ± 
138.10 pg/mL vs 58.48 ± 22.21 pg/mL; p<0.05). La riduzione significativa nei livelli di IL-12 e 
TNF-α rispetto ai soggetti sani interessa invece tutti gli stadi di malattia (IL-12 CRC totali vs 
HC: 1978.93 ± 249.80 pg/mL vs 3972.11 ± 443.90 pg/mL, p<0.001; TNF-α CRC totali vs HC: 
1011.61 ± 51.30 pg/mL vs 1307.47 ± 43.63 pg/mL, p<0.001) (figura 3.3b). I livelli di IL-6 e di 
TGF-β1 sono paragonabili ai donatori sani, con una produzione di TGF-β1 praticamente 
assente in entrambi i gruppi (dati non mostrati). 
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a
b
Figura 3.3: Caratteristiche fenotipiche e funzionali delle DC generate a partire da monociti isolati da sangue 
periferico: confronto tra pazienti con CRC e controlli sani. Le determinazioni sono effettuate (a) al giorno +6 
e (b) al giorno +7 di coltura. La significatività statistica si riferisce ai controlli, se non diversamente specificato. 
HC: controlli sani; MLR, reazione linfocitaria mista. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 
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In figura 3.4 sono mostrate le cellule dendritiche mature ottenute al giorno +7 di coltura da 
un soggetto sano (figura 3.4a), da un paziente in stadio III (figura 3.4b) e da un pazienti in 
stadio II (figura 3.4c) al time-point pre-operatorio. Le cellule dendritiche del paziente in 
stadio III mostrano membrane irregolari, numerosi dendriti e nuclei posizionati lateralmente 
(figura 3.4b), come nelle cellule ottenute dal controllo sano (figura 3.4a). Queste 
caratteristiche tipiche delle DC mature sono state confermate dall’analisi citofluorimetrica. Al 
contrario, l’analisi morfologica delle DC ottenute al giorno +7 di coltura dal paziente in stadio 
II rivela un citoplasma meno definito, dendriti più corti e un nucleo in posizione centrale 
(figura 3.4c); l’analisi fenotipica di questo paziente ha mostrato un fenotipo maggiormente 
immaturo. 
 
 
 
Figura 3.4: Cellule dendritiche ottenute al giorno +7 di coltura da (a) un soggetto sano, da (b) un paziente in stadio 
III e da (c) un paziente in stadio II, al prelievo pre-operatorio. 
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3.3 Cellule dendritiche durante il follow-up 
3.3.1 Time-point post-operatorio verso time-point pre-operatorio 
I prelievi post-operatori sono stati effettuati in 14 dei 23 pazienti iniziali arruolati nello 
studio, di cui 4 in stadio I, 5 in stadio II e 5 in stadio III. 
Come mostrato in figura 3.5, non vi sono differenze significative nel numero di DC circolanti 
analizzate ai due time-point post-e pre-operatorio, né tra il time-point post-operatorio e i 
controlli sani. Risultati sovrapponibili sono stati ottenuti analizzando separatamente i due 
principali subset di DC (figura 3.5). 
 
 
Al time-point post-chirurgico le DC generate in vitro al giorno +6 esprimono bassi livelli di 
CD14, paragonabili ai controlli sani, e inferiori rispetto a quelli ottenuti al time-point pre-
chirurgico, che nei casi dei pazienti considerati totalmente e di quelli in stadio III, risultavano 
significativamente superiori rispetto ai controlli sani. Al secondo prelievo (post-chirurgico), 
l’attività endocitica delle DC ottenute dai pazienti in stadio III si riduce rispetto al primo 
prelievo ma permane significativamente più elevata rispetto ai controlli (ΔMFI: 75.74 ± 14.04 
e 112.00 ± 34.50 vs 48.83 ± 5.78, secondo e primo prelievo vs HC, rispettivamente; p<0.05) 
(figura 3.6a). 
In seguito a stimolazione con LPS, l’espressione della molecola co-stimolatoria CD40 
permane ad un livello significativamente più basso rispetto ai controlli sani, considerando i 
Figura 3.5: Time-point post-chirurgico: determinazione del numero assoluto di mDC e pDC circolanti in 
pazienti affetti da CRC. Ogni simbolo rappresenta un singolo campione. La linea orizzontale in ogni 
serie rappresenta il valore medio. La significatività statistica si riferisce ai controlli, se non 
diversamente specificato. 
mDC, cellule dendritiche mieloidi; pDC, cellule dendritiche plasmacitoidi; HC, controlli sani; tp, time-
point. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 
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pazienti nella loro totalità e solo quelli in stadio III, rispecchiando i risultati ottenuti al time-
point pre-chirurgico (MFI post-chirurgico: 1898.17 ± 152.30, p<0.01, e 1687.46 ± 311.70, p<0.05, 
vs 2526.37 ± 147.80, total CRC e stadio III vs controlli sani, rispettivamente). L’espressione 
della molecola CD80 invece risulta significativamente inferiore rispetto ai soggetti sani solo 
nei pazienti considerati nella loro totalità (MFI: 112.70 ± 9.07 vs 137.40 ± 7.26; p<0.05). Al 
contrario, il marker di maturazione CD83 non presenta differenze significative rispetto ai 
soggetti sani. L’espressione della molecola HLA-DR in seguito a maturazione risulta 
significativamente più bassa nella totalità dei pazienti con CRC al secondo time-point 
rispetto al primo (MFI: 212.20 ± 24.17 vs 300.30 ± 34.55, p>0.01), ma non significativamente 
differente rispetto ai controlli. 
La capacità di presentare l’antigene da parte delle DC ottenute in coltura al time-point post-
chirurgico permane significativamente inferiore rispetto ai soggetti sani, e paragonabile ai 
risultati ottenuti dagli stessi pazienti al primo time-point (fase S: 7.21 ± 0.96%, p>0.01, 7.76 ± 
1.22%, p>0.05, vs 13.78 ± 1.73%, secondo e primo prelievo vs controlli sani, rispettivamente). 
Risultati simili sono osservati analizzando separatamente lo stadio I e II (figura 3.6b). 
La produzione di citochine da parte delle DC al giorno +7 di coltura appare alterata anche 
dopo la rimozione chirurgica del tumore. A questo time-point infatti la secrezione di IL-10 è 
aumentata in modo significativo rispetto ai controlli sia nei pazienti considerati nella loro 
totalità (320.20 ± 86.52 pg/mL vs 45.05 ± 11.59 pg/mL, p<0.05), sia per gli stadi II e III 
singolarmente (stadio II e stadio III rispettivamente: 228.60 ± 113.70 pg/mL e 460.90 ± 159.80 
pg/mL vs 45.05 ± 11.59 pg/mL, p<0.05). Nel gruppo dei pazienti in stadio avanzato di 
malattia, questo aumento significativo permane dal primo time-point pre-operatorio. La 
secrezione di IL-12 e TNF-α risulta significativamente ridotta in tutti gli stadi tumorali, sia al 
prelievo post-chirurgico che pre-chirurgico. Inoltre è da notare a questo time-point l’aumento 
significativo dei livelli di IL-12 nei pazienti considerati nella loro totalità rispetto agli stessi 
pazienti al time-point precedente (time-point 2 vs time-point 1: 2751.64 ± 104.30 pg/mL vs 
2064.82 ± 281.10 pg/mL, p<0.05). La secrezione di IL-6 e di TGF-β1 non mostra differenze 
rispetto ai controlli sani (dati non mostrati). 
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Figura 3.6: Time-point post-chirurgico: caratteristiche fenotipiche e funzionali delle DC 
generate a partire da monociti isolati da sangue periferico in pazienti affetti da 
CRC. Le determinazioni sono effettuate (a) al giorno +6 e (b) al giorno +7 di 
coltura. La significatività statistica si riferisce ai controlli, se non diversamente 
specificato. 
HC, controlli sani; MLR, reazione linfocitaria mista; tp, time-point. * p<0.05; ** 
p<0.01; *** p<0.001 
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3.3.2 Terzo time-point: post-chemioterapia 
Il prelievo al terzo time-point è stato effettuato a circa 6-10 mesi dall’intervento chirurgico e/o 
a circa 2 mesi dal termine della chemioterapia. Sono stati investigati 11 pazienti, 3 in stadio I, 
4 in stadio II e 4 in stadio III. Cinque pazienti sono stati sottoposti a trattamento 
chemioterapico adiuvante (4 in stadio III e 1 in stadio II); uno di questi ha sviluppato 
metastasi polmonari contemporaneamente alla somministrazione della chemioterapia, perciò 
non è stato incluso nell’analisi dei dati al terzo time-point. 
Il numero totale di DC circolanti al terzo time-point non mostra differenze significative 
rispetto ai controlli sani, né tra i sottogruppi dei pazienti trattati e non trattati 
farmacologicamente. Risultati sovrapponibili sono stati ottenuti analizzando separatamente i 
due principali subset di DC (figura 3.7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Il trattamento chemioterapico non sembra influire sulla capacità di generare in vitro le DC a 
partire dai monociti dei pazienti con CRC (figura 3.8a). 
La maturazione invece risulta alterata considerando sia i pazienti nella loro totalità, che solo 
quelli trattati farmacologicamente. L’espressione delle molecole di co-stimolazione CD40 e 
CD80 è significativamente più bassa rispetto ai controlli sani (HC) (CD40 MFI - CRC totali vs 
HC: 1641.82 ± 277.40 vs 2526.37 ± 147.80; p<0.01. CD80 - pazienti con chemio vs HC: 66.26 ± 
13.24% vs 97.34 ± 0.72; p<0.01). Anche il marker di maturazione CD83 è espresso in maniera 
inferiore nei pazienti al terzo time-point considerati nella loro totalità (CD83: 68.36 ± 10.58% 
Figura 3.7: Terzo time-point: determinazione del numero assoluto di mDC e pDC circolanti in pazienti affetti da 
CRC. Ogni simbolo rappresenta un singolo campione. La linea orizzontale in ogni serie rappresenta il valore 
medio. La significatività statistica si riferisce ai controlli, se non diversamente specificato. 
mDC, cellule dendritiche mieloidi; pDC, cellule dendritiche plasmacitoidi; HC, controlli sani; tp, time-point. 
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 
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vs 92.84 ± 1.88%; p<0.05). 
La capacità delle DC ottenute dai pazienti di stimolare la proliferazione di linfociti T 
allogenici risulta notevolmente inferiore, in linea con il livello fenotipico di maturazione 
mostrato (fase S –CRC totali, pazienti senza e con chemioterapia: 6.90 ± 1.00%, p<0.01, 7.18 ± 
1.42%, p<0.05, e 6.55 ± 1.60%, p<0.05, vs 13.78 ±1.73%, rispettivamente) (figura 3.8b). 
I livelli di citochine IL-10, IL-12 e TNF-α risultano significativamente alterati rispetto ai 
controlli in tutti i gruppi di pazienti analizzati. 
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Figura 3.8: Terzo time-point: caratteristiche fenotipiche e funzionali delle DC generate a partire da monociti 
isolati da sangue periferico in pazienti affetti da CRC. Le determinazioni sono effettuate (a) al giorno 
+6 e (b) al giorno +7 di coltura. La significatività statistica si riferisce ai controlli, se non diversamente 
specificato. 
HC, controlli sani; MLR, reazione linfocitaria mista; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 
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È stata effettuata un’ulteriore analisi dei dati ottenuti al terzo time-point confrontandoli con i 
rispettivi valori ottenuti ai due prelievi precedenti, e suddividendo i pazienti in due gruppi, 
trattati e non trattati con chemioterapia. Il numero assoluto di DC circolanti al terzo time-
point non presenta differenze significative rispetto ai controlli sani, né rispetto ai due time-
point precedenti. Dall’analisi delle cellule ottenute in vitro emerge che nei pazienti sottoposti 
a chemioterapia l’espressione del CD14 al giorno +6 si è progressivamente ridotta rispetto ai 
due prelievi precedenti. In questi soggetti l’espressione del CD14 al primo time-point risulta 
anche molto più elevata rispetto a quelli non trattati, probabilmente legata al fatto che i primi 
presentano una stadiazione del tumore più severa rispetto ai secondi. Dopo stimolo 
maturativo, i pazienti con chemioterapia mostrano valori di espressione delle molecole co-
stimolatorie e del CD83 inferiori rispetto ai controlli sani (differenza significativa solo nel 
caso del CD80) e ai due prelievi precedenti, mentre i pazienti non trattati presentano un 
andamento più stabile tra il secondo e il terzo time-point. 
La capacità di indurre la proliferazione dei linfociti T allogenici risulta significativamente 
inferiore nei pazienti non trattati rispetto ai controlli sani in tutti i time-point, mentre solo al 
terzo nei pazienti trattati con chemioterapia. 
L’analisi delle citochine prodotte dalle DC al giorno +7 di coltura rivela una riduzione 
significativa della produzione di IL-12 e TNF-α rispetto ai controlli, sia nei pazienti trattati 
che non trattati, in tutti i tre time-point. Al time-point post-chemioterapia la secrezione di IL-
10 è significativamente incrementata rispetto ai soggetti sani in tutti i tre time-point solo nei 
pazienti trattati con chemioterapia (tabella III-C). 
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Tabella III-C: Terzo time-point: confronto con i rispettivi valori ottenuti ai due prelievi precedenti 
    NO CHEMIOTERAPIA CHEMIOTERAPIA 
  
controlli sani 
(media ± SEM) 
1° time-point 2° time-point 3° time-point 1° time-point 2° time-point 3° time-point 
DC CIRCOLANTI           
mDC/μL 13.81 ± 0.97 13.78 ± 2.06 12.09 ± 1.20 14.22 ± 1.45 18.98 ± 3.97 17.91 ± 3.20 14.41 ± 2.09 
pDC/μL 8.46 ± 0.65 7.76 ± 1.60 7.43 ± 0.76 8.20 ± 0.51 6.41 ± 1.41 5.54 ± 2.45 7.86 ± 3.14 
total DC/μL 22.46 ± 1.38 21.54 ± 3.21 19.51 ± 1.06 22.42 ± 1.91 25.38 ± 4.41 22.10 ± 5.28 22.27 ± 2.16 
DC DA COLTURA 
+6 
  
            
CD14 (%) 5.51 ± 1.38 8.57 ± 3.89 10.42 ± 4.23 3.72 ± 1.54 32.09 ± 13.47 25.94 ± 11.68 16.64 ± 9.92 
HLA-DR (%) 66.15 ± 7.57 70.31 ± 16.73 65.88 ± 5.98 81.62 ± 8.14 61.06 ± 14.38 66.10 ± 8.76 71.00 ± 9.39 
endocitosi (ΔMFI) 48.83 ± 5.78 68.58 ± 20.20 77.92 ± 11.30 58.38 ± 28.91 112.1 ± 45.78 54.08 ± 20.41 66.70 ± 21.38 
DC DA COLTURA 
+7 
  
            
CD40 (MFI) 2526.37 ± 147.80 2858.77 ± 267.40 1794.06 ± 130.80*,† 1925.86 ± 288.20 1549.30 ± 193.80** 1977.97 ± 300.10 1286.78 ± 497.70 
CD80 (%) 97.34 ± 0.72 98.97 ± 0.56 89.00 ± 8.16 92.59 ± 5.72 92.92 ± 2.07 85.58 ± 12.55 66.26 ± 13.24** 
CD83 (%) 92.84 ± 1.88 98.66 ± 0.53* 80.43 ± 12.15 78.71 ± 11.37 66.99 ± 14.46 77.87 ± 17.77 55.41 ± 18.87 
HLA-DR (MFI) 267.70 ± 34.13 279.80 ± 24.21 225.00 ± 51.51 229.90 ± 44.96 257.00 ± 48.43 202.40 ± 32.99 187.10 ± 65.34 
fase S (%) 13.78 ± 1.73 5.80 ± 1.31* 4.75 ± 1.51** 6.20 ± 1.32* 9.70 ± 2.39 9.15 ± 1.44 6.55 ± 1.60* 
CITOCHINE DA 
COLTURA +7               
IL-6 281.90 ± 16.37 223.40 ± 46.51 310.50 ± 10.53 279.20 ± 20.80 265.10 ± 20.17 264.00 ± 20.86 280.50 ± 19.50 
IL-10 45.95 ± 11.59 28.53 ± 9.59 260.00 ± 159.90 213.10 ± 132.50 558.90 ± 153.10** 321.30 ± 175.50* 311.60 ± 137.10* 
IL-12 3972.11 ± 443.90 1758.00 ± 692.50* 2833.33 ± 41.28* 2313.27 ± 370.50* 2852.00 ± 23.39* 2872.00 ± 20.95* 2552.50 ± 249.10* 
TNF-α 1307.47 ± 43.63 884.10 ± 203.50* 1106.57 ± 17.19* 1032.97 ± 27.06** 1108.22 ± 26.63* 1089.03 ± 9.35** 983.15 ± 123.70* 
TGF-β1 6.18 ± 0.28 6.87 ± 0.87 5.87 ± 1.16 5.73 ± 2.28 4.76 ± 1.22 6.40 ± 1.07 6.40 ± 1.82 
La significatività è riferita al confronto con i controlli sani, se non diversamente specificato. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 
† p<0.05 2° time-point vs 1° time-point 
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3.3.3 Quarto time-point 
Il prelievo al quarto time-point (minimo 12 mesi dall’intervento chirurgico e 6 mesi dal 
termine della chemioterapia) è stato effettuato in 8 pazienti, 3 in stadio I, 4 in stadio II e 1 in 
stadio III. Le analisi sono state effettuate dividendo i pazienti trattati con chemioterapia da 
quelli non trattati, anche se solo 2 pazienti appartengono al secondo gruppo (1 in stadio III e 
1 in stadio II); pertanto in questo gruppo di pazienti non è stato possibile analizzare la 
significatività statistica. 
L’analisi ex vivo del numero di DC circolanti mieloidi mostra risultati paragonabili ai 
controlli sani per entrambi i gruppi di pazienti; il numero delle DC plasmacitoidi invece 
appare inferiore rispetto ai controlli nei due pazienti sottoposti a chemioterapia (figura 3.9). 
 
 
 
La capacità di generare DC in vitro a partire da monociti non risulta alterata rispetto ai 
controlli nei pazienti non trattati, mentre in quelli sottoposti a chemioterapia si può osservare 
una elevata espressione della molecola CD14. La percentuale di cellule positive per 
l’espressione della molecola HLA-DR invece risulta aumentata nei pazienti con CRC rispetto 
ai controlli sani, significativamente nel gruppo non trattato (97.22 ± 1.31% vs 66.15 ± 7.57%; 
p<0.01) (figura 3.10a). 
Le cellule dendritiche mature ottenute dai pazienti esprimono livelli inferiori rispetto ai 
soggetti sani delle molecole co-stimolatorie CD40 e CD80, e del marker di maturazione CD83 
(gruppo non trattato vs HC: CD40 MFI: 1398.60 ± 87.38 vs 2526.37 ± 147.80, p<0.0001; CD80 
MFI: 84.67 ± 10.29 vs 137.40 ± 7.26, p<0.01; CD83: 57.42 ± 11.19% vs 92.84 ± 1.88%, p<0.01); 
Figura 3.9: Quarto time-point: determinazione del numero assoluto di mDC e pDC circolanti in pazienti affetti da 
CRC. Ogni simbolo rappresenta un singolo campione. La linea orizzontale in ogni serie rappresenta il valore 
medio. La significatività statistica si riferisce ai controlli, se non diversamente specificato. 
mDC, cellule dendritiche mieloidi; pDC, cellule dendritiche plasmacitoidi; HC, controlli sani; tp, time-point. 
* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 
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valori simili si riscontrano anche nei due pazienti trattati, suggerendo una compromissione 
del processo maturativo nei pazienti con CRC indipendentemente dal trattamento 
chemioterapico. Contrariamente, la capacità delle DC derivate dai pazienti di stimolare la 
proliferazione di linfociti T allogenici non risulta significativamente alterata rispetto ai 
controlli sani, nonostante possa essere osservata una sua riduzione (figura 3.10b). 
L’analisi dei livelli citochinici presenti nelle colture al giorno +7 rivela una aumentata 
concentrazione di IL-10 nei pazienti sottoposti a chemioterapia, mentre i non trattati 
mostrano risultati paragonabili ai controlli sani. La produzione di IL-12 e TNF-α invece 
risulta essere significativamente inferiore nei pazienti non trattati rispetto ai controlli (IL-12: 
2451.50 ± 382.00 pg/mL vs 3972.11 ± 443.90 pg/mL, p<0.05; TNF-α: 1083.05 ± 15.97 pg/mL vs 
1307.47 ± 43.63, p<0.01) (figura 3.10b). I livelli di IL-6 e TGF-β1 sono invece risultati 
paragonabili ai controlli sani (dati non mostrati). 
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Figura 3.10: Quarto time-point: caratteristiche fenotipiche e funzionali delle DC generate a partire da monociti 
isolati da sangue periferico in pazienti affetti da CRC. Le determinazioni sono effettuate (a) al giorno 
+6 e (b) al giorno +7 di coltura. La significatività statistica si riferisce ai controlli, se non diversamente 
specificato. 
HC, controlli sani; MLR, reazione linfocitaria mista. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 
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3.3.4 Valutazione dei pazienti con CRC lungo l’intero arco temporale dei quattro 
time-point 
La valutazione dello status immunologico dei pazienti con CRC in tutti i quattro time-point è 
stata effettuata in 8 soggetti; i pazienti sono stati analizzati separatamente a seconda della 
terapia ricevuta (chirurgica+chemioterapica o solo chirurgica). Il ridotto numero di pazienti 
appartenenti al primo gruppo (n=2) non ha permesso l’analisi statistica della significatività. 
In entrambi i gruppi di pazienti il numero totale di DC circolanti e dei rispettivi subset non 
presenta differenze significative tra i vari time-point, e i valori risultano paragonabili a quelli 
dei controlli sani. Il numero di pDC nei pazienti trattati con chemioterapia permane 
costantemente al di sotto del range dei normali (figura 3.11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Il livello di maturazione delle DC ottenute in vitro mostra un progressivo decremento lungo i 
quattro time-point nei pazienti non sottoposti a chemioterapia. Infatti, l’espressione della 
molecola CD40 al quarto prelievo risulta essere significativamente inferiore rispetto al primo 
e al secondo, quella del CD83 solo rispetto al primo prelievo (CD40 MFI: 1412.68 ± 125.90 vs 
3095.77 ± 233.00 e 2006.06 ± 129.40, p<0.05; CD83: 71.12 ± 9.91% vs 97.77 ± 0.51%, p<0.05). I 
pazienti trattati invece mostrano un aumento dell’espressione delle molecole co-stimolatorie 
e del CD83 al secondo prelievo dopo la rimozione chirurgica; nei prelievi successivi 
mostrano un trend negativo, con una riduzione dell’espressione delle suddette molecole 
(figura 3.12b). 
La capacità di stimolare la proliferazione di linfociti T allogenici nel gruppo non trattato 
Figura 3.11: Valutazione del numero di DC circolanti dei pazienti con CRC lungo l’intero arco temporale dei 
quattro time-point. I dati sono riportati come valore medio ± SEM. In rosso i pazienti trattati con 
chemioterapia (n=2), in nero i pazienti non trattati con chemioterapia (n=6). La linea continua e le linee 
tratteggiate rappresentano il valore medio ± SEM ottenuto dai controlli sani. 
mDC, cellule dendritiche mieloidi; pDC, cellule dendritiche plasmacitoidi. * p<0.05; ** p<0.01; *** 
p<0.001 
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mostra un andamento crescente lungo i quattro time-point, con l’eccezione del secondo in cui 
vi è un leggero decremento che determina una differenza significativa tra questo e il valore 
ottenuto al quarto prelievo (fase S: 5,42 ± 1.06% vs 11.76 ± 2.27%, rispettivamente; p<0.05). 
Nel gruppo trattato al contrario la capacità stimolatoria resta costantemente al di sotto del 
range di normalità (figura 3.12b). 
L’analisi del profilo citochinico mostra, in particolare per l’interleuchina 10, un diverso 
andamento tra i pazienti trattati e i pazienti non trattati: i valori del gruppo sottoposto a 
chemioterapia risultano costantemente superiori rispetto a quelli del gruppo non trattato (in 
tutti e quattro i time-point) ma il ridotto numero di soggetti non permette l’analisi statistica 
dei dati ottenuti (figura 3.13). 
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Figura 3.12: Caratteristiche fenotipiche e funzionali delle DC generate in vitro a partire da monociti isolati da 
pazienti con CRC lungo l’intero arco temporale dei quattro time-point. I dati sono riportati come valore 
medio ± SEM. In rosso i pazienti trattati con chemioterapia, in nero i pazienti non trattati con chemioterapia. 
La linea continua e le linee tratteggiate rappresentano il valore medio ± SEM ottenuto dai controlli sani. 
HC, controlli sani; MLR, reazione linfocitaria mista. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. I numeri vicini alla 
significatività  indicano il time-point verso cui è riferito. 
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Figura 3.13: Profilo citochinico delle DC generate in vitro a partire da monociti isolati da pazienti con CRC 
lungo l’intero arco temporale dei quattro time-point. 
I dati sono riportati come valore medio ± SEM. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. DISCUSSIONE 
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Il carcinoma del colon-retto rimane tutt’oggi la seconda causa di morte per neoplasia nel 
mondo occidentale, anche a causa dello sviluppo di recidive e/o metastasi, nonostante i 
recenti progressi scientifici nel campo delle tecniche chirurgiche e dei regimi chemio- e 
radioterapici. 
Negli ultimi anni le ricerche effettuate nel campo dell’immunobiologia dei tumori hanno 
dimostrato che la componente del sistema immunitario presente a livello del microambiente 
tumorale primario rappresenta un importante fattore prognostico per la sopravvivenza dei 
pazienti [69-73]. 
Le cellule dendritiche sono una delle componenti cellulari maggiormente coinvolte, dato il 
loro ruolo di orchestratori di tutta la risposta immunitaria, sia innata che adattativa [47]. Le 
DC giocano un ruolo centrale nell’iniziazione e controllo dell’immunità cellulare T mediata. 
La loro importanza nell’immunità antitumorale è ascrivibile alla loro capacità di presentare 
antigeni tumorali su molecole MHC di classe I e II, di orientare le risposte immunitarie 
attraverso la secrezione di citochine regolatrici, di attivare i linfociti T naive inducendo 
risposte T-citotossiche tumore-specifiche, di stimolare l’attività delle cellule NK. 
Il controllo dello sviluppo del tumore potenzialmente svolto dal sistema immunitario 
soprattutto nelle fasi iniziali, spesso fallisce a causa dei meccanismi di immunoescape 
innescati dalle stesse cellule tumorali: inibizione del differenziamento in DC da precursori 
ematopoietici, inefficiente maturazione delle DC da precursori monocitari CD14+, induzione 
dell’apoptosi nelle DC circolanti [47]. 
Aggiuntivamente, studi condotti su tumori murini e umani hanno indicato che fattori di 
derivazione tumorale e la presenza di altre cellule mieloidi, in particolare le cellule 
soppressorie di derivazione mieloide (MDSC) e i macrofagi associati al tumore (TAM), 
conducono ad una ridotta maturazione e funzione delle DC [50, 74-77]. 
Infatti, i tumori contengono un numero inferiore di DC mature rispetto ai tessuti sani 
corrispondenti [77, 78] e mostrano numerose DC immature con difettiva capacità di 
stimolare l’immunità antitumorale adattiva [50, 77]. Pertanto la progressione tumorale 
dipende dall’interazione che si viene a creare tra queste cellule e quelle neoplastiche. Inoltre, 
è stato visto che le DC, in aggiunta al loro ruolo classico di cellule presentanti l’antigene, 
sono in grado di promuovere l’angiogenesi [77, 79-81]. Tumori con angiogenesi ad elevata 
crescita hanno un’incrementata capacità di inibire la maturazione delle DC rispetto ai tumori 
“quiescenti”. 
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Uno dei principali obiettivi della ricerca è quello di potenziare la risposta immunitaria del 
paziente contro il tumore primario e contro la formazione di ulteriori focolai neoplastici. 
Uno dei rami dell’immunoterapia dei tumori è rappresentato proprio dallo sviluppo di 
vaccini basati sulle DC caricate con antigeni tumorali con lo scopo di istruire i linfociti T 
citotossici al fine di ottenere una risposta anti-tumorale efficace. I trial clinici eseguiti finora 
hanno fornito risultati soddisfacenti dal punto di vista delle risposte immunitarie tumore-
specifiche ottenute, ma ciò non si è necessariamente tradotto nel miglioramento del quadro 
clinico del paziente [82]. 
Tutto questo indica una conoscenza ancora parziale delle interazioni cellulari e molecolari 
che si instaurano sia a livello del microambiente tumorale, sia a livello sistemico 
dell’organismo, e induce quindi ulteriori approfondimenti nel campo dell’immunobiologia 
dei tumori, con lo scopo di sviluppare approcci immunoterapici sempre più specifici ed 
efficaci per il singolo paziente. 
Numerosi studi sono stati effettuati in pazienti affetti da tumore del colon-retto sul 
coinvolgimento della componente immunitaria a livello locale, incluso il grado di 
infiltrazione nella massa neoplastica delle DC e dei linfociti T, evidenziando una correlazione 
positiva tra il numero di cellule immunitarie infiltranti il tumore e la prognosi del paziente 
[83]. Le investigazioni circa il numero e la funzionalità delle DC a livello sistemico sono 
ancora scarse, ma altrettanto fondamentali per definire lo status immunologico del paziente 
neoplastico. 
Il nostro lavoro ha avuto come obiettivo la valutazione del numero delle DC circolanti e della 
capacità di generare in vitro DC funzionali a partire da monociti del sangue periferico, in 
modo da determinare più approfonditamente l’effettiva competenza immunologica delle DC 
a livello sistemico nei pazienti con CRC; a tale scopo i pazienti sono stati suddivisi secondo 
lo stadio di malattia e la terapia ricevuta. Inoltre, la suddetta valutazione sperimentale è stata 
eseguita più volte nel periodo post-chirurgico fino a un massimo di 12 mesi dopo 
l’intervento, al fine di determinare lo status immunologico delle DC a lungo termine, e 
l’effetto di eventuali terapie ricevute. 
Relativamente alle DC circolanti, i pazienti al primo time-point, corrispondente allo stato 
pre-operatorio, presentano una riduzione significativa (rispetto ai soggetti normali della 
stessa fascia di età) della sola componente plasmacitoide; una riduzione della componente 
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mieloide (e quindi del numero di DC totali) è evidenziabile solo per i pazienti in stadio 
avanzato di malattia, suggerendo un effetto soppressivo del tumore sulle DC circolanti. 
La diminuzione delle pDC potrebbe avere un impatto negativo sulla produzione di 
determinate citochine, soprattutto INF di tipo I, necessarie per l’instaurarsi di una risposta 
immunitaria efficace. Ulteriori studi funzionali e fenotipici sulle DC circolanti potrebbero 
chiarire lo stato di maturazione di queste cellule e l’effettiva funzionalità. Hartmann et al. 
hanno osservato che proprio le pDC di pazienti affetti da SCCHN hanno una ridotta capacità 
di secernere IFN-α a causa della down-regulation dell’espressione del TLR-9 indotta dal 
tumore [84]. La ridotta produzione di IFN di tipo I avrebbe conseguenze sia sull’induzione 
della risposta immunitaria innata, sia sull’attivazione delle DC mieloidi, principali 
orchestratori della risposta immune cellulo-mediata, tra cui anche quella anti-tumorale. 
I nostri risultati sono in linea con un lavoro presente in letteratura effettuato su pazienti con 
tumore prostatico[56], mentre studi effettuati su pazienti con mieloma multiplo hanno 
mostrato una alterazione di entrambe le sottopopolazioni alla diagnosi [85, 86], che permane 
anche in remissione solo per il subset plasmacitoide [86]. Altri studi invece hanno 
evidenziato nel SCCHN, nel tumore epatico, pancreatico e alla mammella, una riduzione nel 
numero della sola componente mieloide delle DC circolanti [46, 53, 55, 87, 88]. Wilkinson et 
al. invece hanno ottenuto una sostanziale uniformità nel numero e nella funzionalità delle 
DC circolanti in pazienti affetti da carcinoma prostatico [89], e McCarter et al. un aumento in 
soggetti affetti da melanoma [51]. 
I risultati discordanti presenti in letteratura suggeriscono che il tipo e lo stadio del tumore 
determinino un diverso grado di severità e di coinvolgimento dei due subset di DC circolanti 
[56]. Infatti, il nostro studio mostra una riduzione significativa del numero delle DC 
plasmacitoidi solo nei pazienti con neoplasia colon-rettale in stadio avanzato (stadio III-IV), 
mentre nei pazienti con malattia localizzata non infiltrante i linfonodi, la riduzione non è 
significativamente rilevante. La valutazione del livello dei fattori solubili immunosoppressivi 
rilasciati nel plasma dal tumore potrebbe far luce su eventuali correlazioni con il ridotto 
numero di DC circolanti [90, 91]. Queste citochine potrebbero inibire il differenziamento 
delle DC a partire dai progenitori ematopoietici [22], o determinare una ridistribuzione delle 
DC tra il compartimento circolatorio e quello della mucosa peri- e intratumorale, come 
suggerito da Huang et al. [61]. 
I nostri risultati mostrano inoltre una significativa compromissione della capacità di generare 
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in vitro le DC da parte dei pazienti rispetto ai controlli sani, nonostante l’endocitosi risulti 
significativamente aumentata nei pazienti in stadio III.  
Le cellule ottenute in vitro dai monociti dei pazienti dopo sei giorni di coltura con IL-4 e GM-
CSF conservano parzialmente l’espressione della molecola CD14, indice di una alterata 
differenziazione in DC immature. Il ruolo preciso del CD14 non è ancora stato elucidato, 
nonostante la sua scoperta risalga a più di 20 anni fa; la maggior parte delle informazioni 
disponibili riguardano il ruolo di co-recettore associato al TLR4 nei macrofagi, necessario per 
l’induzione di una risposta cellulare anche in presenza di basse dosi di LPS [92]. 
L’espressione del CD14 nelle DC umane è dibattuta; da sempre la sua assenza è considerata 
un parametro per valutare il grado di differenziazione in vitro dei monociti (CD14-positivi) in 
DC (CD14-negative). Alcuni studi hanno evidenziato la presenza in vivo di cellule 
dendritiche CD14-positive: si tratta di una sottopopolazione delle DC dermali, caratterizzate 
da una capacità di presentare l’antigene ai linfociti T inferiore rispetto alle cellule del 
Langerhans o alle DC derivate da progenitori circolanti; questo subset di DC, inoltre induce 
preferenzialmente una risposta immunitaria di tipo umorale, sia promuovendo la 
differenziazione dei linfociti B in plasmacellule secernenti IgM, sia favorendo la generazione 
di linfociti T helper di tipo follicolare (Tfh) a partire da cellule T naive, specializzati nella 
regolazione della differenziazione delle cellule B [93, 94]. 
La persistente espressione del CD14 osservata nei pazienti con CRC potrebbe indicare una 
differenziazione dei monociti maggiormente improntata verso la componente monocito-
macrofagica piuttosto che verso quella dendritica; questo potrebbe inoltre spiegare la 
differente attività endocitica osservata in queste cellule. Nonostante questa attività risulti 
aumentata nei pazienti affetti da CRC, in particolare in quelli in stadio più avanzato, la 
capacità di processazione dell’antigene una volta internalizzato potrebbe non essere 
altrettanto efficace, e quindi determinare una alterata maturazione delle DC. 
I macrofagi a livello dell’infiltrato tumorale svolgono un ruolo ambiguo, a seconda di quale 
fenotipo prevale. Il fenotipo M1 promuove la risposta di Th1, secernono TNF-α e IL-12, 
mediando la risposta contro parassiti intracellulari e cellule tumorali. La maggior parte dei 
TAM (Tumor Associated Macrophages) però sono del tipo M2, che invece svolgono una 
attività immunosoppressiva, rilasciando citochine, quale IL-10, che promuovono una risposta 
di tipo Th2. I macrofagi M2 giocano anche un ruolo cruciale nei processi di 
neovascolarizzazione e metastatizzazione dei tumori, in quanto producono sia fattori pro-
Discussione 
67 
 
angiogenici, quali VEGF-A, IL-8 e bFGF, sia proteasi che degradano la matrice extracellulare, 
promuovendo quindi la migrazione sia delle cellule vascolari che di quelle tumorali [95]. 
Recentemente studi effettuati sulle cellule dendritiche murine, che esprimono il CD14, anche 
se a livelli più bassi rispetto ai macrofagi, hanno dimostrato che il CD14 regola il ciclo vitale 
delle DC attraverso il NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells): l’attivazione di questo 
pathway intracellulare, dipendente esclusivamente dal CD14, mediata da LPS induce le DC 
completamente differenziate ad andare in apoptosi; conseguentemente il blocco del NFAT in 
vivo causa la sopravvivenza di queste DC e una prolungata possibilità di priming delle 
cellule T [96]. La presenza del CD14 nelle cellule ottenute in coltura potrebbe quindi indurre 
una loro morte precoce per apoptosi, che si ripercuoterebbe quindi sulla valutazione 
complessiva della capacità dei monociti dei pazienti con CRC a differenziare in DC 
completamente mature e funzionali. 
Inoltre, le DC generate possiedono una ridotta funzionalità nel presentare l’antigene ai 
linfociti T allogenici, in un contesto di espressione delle molecole co-stimolatorie 
significativamente inferiore rispetto ai controlli. L’inefficienza generativa e funzionale correla 
positivamente con lo stadio della malattia. Aggiuntivamente, è stata osservata una 
alterazione del profilo citochinico (aumento della secrezione di IL-10, riduzione di IL-12 e 
TNF-α). L’interleuchina-10 è un noto fattore immunosoppressivo, con effetto inibitorio sulla 
differenziazione e maturazione delle DC in vitro, e conseguente riduzione della capacità di 
stimolazione dei linfociti T [47]. Questa citochina causa inoltre uno stato anergico del sistema 
immunitario, promuovendo la polarizzazione dei linfociti T naive da parte delle DC verso il 
fenotipo Th2 [97], e/o tolerogenico, inducendo le cellule T regolatorie di tipo 1 [98]. Inoltre 
IL-10 è uno dei più importanti fattori prodotti dal tumore, responsabile di numerosi 
meccanismi di escape tumorale [99]. 
L’interleuchina 12 è la principale citochina pro-infiammatoria prodotta dalle DC mieloidi, la 
cui secrezione è necessaria per l’induzione del fenotipo Th1 e dei linfociti T citotossici [100]. 
Essa svolge quindi un ruolo fondamentale nella generazione in vivo di una risposta 
immunitaria anti-tumorale efficace [101], la cui produzione da parte delle DC è 
negativamente regolata da varie citochine immunosoppressive, tra cui IL-10 [22]. 
La citochina TNF-α è coinvolta nei processi di differenziazione e maturazione delle DC, ed è 
a sua volta prodotta dalle DC pienamente attivate. Svolge anch’essa un’azione pro-
infiammatoria, promuovendo l’induzione del fenotipo Th1 [102]. Si ritiene che una 
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deregolazione nella produzione di questa citochina possa contribuire alla patogenesi di 
numerose patologie autoimmuni [103]. Pertanto l’alterazione del profilo citochinico 
riscontrato nelle cellule dendritiche generate in vitro dai pazienti affetti da CRC potrebbe 
essere responsabile dei difetti osservati nel nostro studio e del conseguente deficit immune 
tumore-associato. 
La secrezione delle citochine IL-6 e TGF-β1 prodotte in vitro dalle DC dei pazienti con 
carcinoma colon-rettale risulta comparabile con quella dei controlli sani, caratterizzata da 
una produzione di TGF-β1 quasi assente. Queste due citochine sono state investigate nel 
nostro studio in quanto coinvolte nell’immunità anti-tumorale. Il ruolo dell’IL-6 non è ancora 
del tutto noto, svolgendo azioni sia pro- che anti-infiammatorie [104]. Essa è una delle 
citochine prodotte dalle cellule tumorali in grado di inibire la differenziazione sia in vitro che 
in vivo delle DC a partire da progenitori mieloidi CD34+ [85]. La sua secrezione da parte delle 
DC induce, insieme a TGF-β1 e a IL-1β, la polarizzazione verso il fenotipo Th17, cellule T a 
carattere pro-infiammatorio coinvolte nella patogenesi di numerose patologie autoimmuni 
[105]. Oltre all’azione sopra citata, la citochina TGF-β1 è uno dei fattori a carattere 
immunosoppressivo prodotto dalle cellule tumorali [22]. Svolge un’azione inibitoria verso la 
maturazione delle DC indotta da TNF-α e verso la loro migrazione nei linfonodi, 
promuovendo quindi il mantenimento dello stadio immaturo [106]. Inoltre la sua secrezione 
da parte delle DC sembra favorire l’attività tolerogenica tramite l’induzione del fenotipo T 
regolatorio [50]. 
I dati da noi ottenuti suggeriscono che il tumore ha un rilevante effetto negativo sulle cellule 
dendritiche, non solo a livello locale, come dimostrato in diversi studi [59, 63, 64, 107], ma 
anche sistemico. Il risultato è in linea con alcuni lavori presenti in letteratura effettuati in 
particolare su pazienti affetti da vari tipi di tumore (mammella, polmone, stomaco, colon-
retto, utero, melanoma) in stadio avanzato e/o metastatico [44, 57, 108-110]. 
Gli stessi pazienti sono stati sottoposti allo stesso tipo di indagine circa 30-60 giorni dopo 
l’intervento chirurgico (secondo time-point); questo intervallo di tempo è stato scelto al fine 
di evitare l’effetto immunosoppressivo post-chirurgico [111, 112]. 
Il numero di DC circolanti valutate a questo time-point non mostra differenze significative 
rispetto ai controlli, suggerendo che l’eliminazione del tumore tramite resezione chirurgica 
possa migliorare lo status immunologico sistemico dei pazienti con CRC. Alcuni studi, 
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condotti su altri tipi di tumore (mammella, SCCHN), hanno ottenuto risultati simili [46, 87]. 
Inoltre si osserva un sostanziale recupero della capacità differenziativa dei monociti a cellule 
dendritiche, in quanto l’espressione dell’antigene CD14 non risulta differente rispetto ai 
controlli sani. Tuttavia la rimozione del tumore non migliora la capacità maturativa 
(fenotipica e funzionale) delle cellule dendritiche. Questi risultati potrebbero essere spiegati 
dalla persistenza di una alterata produzione citochinica nelle colture in vitro. 
Queste osservazioni suggeriscono che i monociti dei pazienti con CRC possano aver subito 
delle alterazioni più radicali che permangono anche a lungo termine, indipendentemente 
dalla presenza del tumore stesso. Due importanti famiglie di proteine coinvolte nella 
maturazione delle DC sono la STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) e la 
JAK (Janus Activated Kinase) families. Esse svolgono un ruolo cruciale anche nella 
sopravvivenza e nella proliferazione cellulare, nella differenziazione e apoptosi. Una 
aberrante attivazione delle proteine JAK è stata osservata in numerose neoplasie 
ematologiche [113]. Nelle cellule dendritiche pienamente mature si osservano bassi livelli di 
espressione di STAT3; fattori rilasciati dalle cellule tumorali in co-coltura con DC immature 
inducono una forte attivazione di JAK2/STAT3 in queste ultime, inibendone il passaggio allo 
stadio maturo. La regolazione a feedback negativo della trasduzione JAK/STAT è svolta da 
un’altra famiglia di proteine, le proteine SOCS (Suppressors Of Cytokine Signaling), che 
interagiscono direttamente con le JAKs, prevenendo il reclutamento delle STAT. È stato 
osservato che le proteine SOCS sono coinvolte nella modulazione della funzionalità 
macrofagica e nell’inibizione dell’attivazione indotta da LPS, suggerendo un loro possibile 
ruolo analogo anche nelle DC [22]. 
Il terzo prelievo è stato effettuato 60 giorni dopo il trattamento chemioterapico per i soggetti 
sottoposti a tale regime (circa 6-10 mesi dall’intervento chirurgico), o dopo un periodo di 
tempo simile a quello di cui sopra per i pazienti non trattati. Il tempo minimo necessario tra 
la fine della chemioterapia e il terzo prelievo è stato stabilito in modo da eliminare gli effetti 
tossici acuti di questo regime terapeutico sul sistema immunitario. L’obiettivo consisteva nel 
valutare un possibile effetto positivo della chemioterapia sullo status immunologico dei 
pazienti, in parte ancora compromesso, o eventuali effetti tossici a lungo termine sulle DC. 
Il numero di cellule dendritiche circolanti nei pazienti sottoposti a chemioterapia non 
differisce significativamente rispetto ai controlli sani, né rispetto ai pazienti non trattati, né 
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rispetto a quello riscontrato negli stessi soggetti prima che si sottoponessero al trattamento 
chemioterapico. Questo risultato pertanto può indicare che il regime terapeutico non induce 
tossicità a lungo termine nelle cellule dendritiche circolanti. 
Anche la generazione in vitro delle DC a partire dai monociti circolanti nei pazienti sottoposti 
a chemioterapia non è differente rispetto ai controlli, né rispetto ai pazienti non trattati, né 
rispetto a quella riscontrata negli stessi pazienti prima del trattamento. Tuttavia nel gruppo 
dei pazienti sottoposti a chemioterapia si osserva una riduzione seppure non significativa 
della capacità maturativa (fenotipica e funzionale) delle cellule dendritiche generate rispetto 
al prelievo pre-chemioterapia, e rispetto ai pazienti non trattati allo stesso time-point. Al 
contrario, nel gruppo dei pazienti non trattati a questo time-point è osservabile un 
miglioramento della capacità maturativa delle DC rispetto al prelievo precedente. Questi 
risultati suggeriscono un possibile effetto tossico del regime chemioterapico sulla 
maturazione in vitro delle cellule dendritiche, mentre rafforzano l’ipotesi che nei pazienti non 
trattati la rimozione chirurgica del tumore contribuisca al miglioramento dello status 
immunologico dei pazienti. 
La riduzione della capacità maturativa osservata nei pazienti trattati rispetto ai pazienti non 
trattati può essere attribuita anche all’appartenenza a stadi clinici diversi, con diversa 
compromissione del sistema immunitario. 
In un lavoro del 2006, Bellik et al. hanno valutato il numero di DC circolanti e il fenotipo, ma 
non la funzionalità, delle DC ottenute in vitro dai monociti (MoDC) in 27 pazienti affetti da 
CRC, di cui 15 con metastasi accertate, sottoposti a diversi trattamenti convenzionali 
(resezione chirurgica e/o chemioterapia). Contrariamente ai nostri risultati, gli autori trovano 
un maggior numero di DC circolanti e di MoDC nei pazienti non ancora trattati 
chirurgicamente rispetto ai trattati, attribuendo questa osservazione alla immunodepressione 
post-chirurgica. Il valore più basso di DC circolanti è evidenziato nel gruppo dei pazienti 
sottoposti alla sola operazione chirurgica; i pazienti trattati successivamente anche con 
chemioterapia mostrano un significativo incremento di queste cellule, suggerendo possibili 
proprietà immunomodulatorie di alcuni agenti chemioterapici, che indurrebbero la 
proliferazione delle cellule dendritiche [65]. 
La discordanza dei nostri risultati con quelli ottenuti da Bellik et al. può essere individuata 
nella diversa impostazione del lavoro; infatti gli autori mirano a definire quale approccio 
terapeutico (chirurgico e/o chemioterapico) abbia conseguenze più rilevanti sulle cellule 
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dendritiche, e non approfondiscono il confronto tra pazienti e controlli sani. Inoltre è da 
notare che le determinazioni sperimentali nei pazienti sottoposti a chemioterapia sono state 
effettuate durante il trattamento, mentre l’obiettivo del nostro lavoro è stato quello di 
valutare le conseguenze a lungo termine della terapia, evitando i possibili effetti tossici acuti. 
Infine lo studio delle caratteristiche funzionali delle cellule dendritiche, un parametro 
importante per valutarne l’effettiva efficienza, non è effettuato dal gruppo di Bellik. 
L’ultimo prelievo è stato effettuato a 12 mesi dall’intervento chirurgico. I risultati sono stati 
valutati suddividendo i pazienti in due gruppi in base al trattamento chemioterapico o meno, 
al fine di valutare un eventuale effetto della terapia. 
I pazienti ad oggi esaminati a questo time-point rappresentano un numero esiguo che non 
consente un’analisi statistica; tuttavia questi risultati preliminari sembrano suggerire un 
peggioramento dell’assetto immune dei pazienti sottoposti a chemioterapia, probabilmente 
correlato al più avanzato stadio clinico di appartenenza. 
L’analisi dei risultati lungo l’intero arco temporale dei quattro time-point mostra come il 
numero delle DC circolanti di natura mieloide rimanga sempre vicino a quello dei controlli, 
mentre quello delle plasmacitoidi resti costantemente al di sotto dei valori normali nel 
gruppo dei pazienti trattati. L’indagine effettuata in vitro lungo l’intero arco temporale 
mostra un trend negativo relativamente al fenotipo e alla funzione delle MoDC in entrambi i 
gruppi di pazienti, anche se particolarmente accentuato in quelli sottoposti a chemioterapia. 
I pazienti analizzati al quarto time-point non presentano recidive e/o metastasi, ma una 
valutazione a lungo termine (5-year overall survival e/o 5-year disease-free survival) 
potrebbe essere utile per una interpretazione più chiara dei dati ottenuti. 
In conclusione, questo lavoro ha investigato lo stato del sistema immunitario a livello 
sistemico in pazienti affetti da carcinoma colon-rettale, dimostrando una compromissione 
delle cellule dendritiche circolanti e della capacità di generare in vitro DC pienamente mature 
e funzionali. Questo potrebbe rappresentare uno dei meccanismi di tumor-escape presente in 
questo tipo di tumore. La gravità delle alterazioni correla con lo stadio tumorale, suggerendo 
un peggioramento dell’efficienza del sistema immunitario con la severità della malattia, non 
solo a livello locale ma anche sistemico. 
Poiché la capacità di generare DC in vitro sembra essere parzialmente compromessa anche 
dopo resezione chirurgica del tumore e l’eventuale regime chemioterapico, fino a 12 mesi 
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dall’intervento, l’ampliamento della casistica dei pazienti, soprattutto durante il follow-up, 
potrebbe fornire una conferma dei nostri risultati. Questo consentirebbe di valutare l’effetto 
dei vari regimi chemioterapici e/o immunoterapici sullo status fenotipico e funzionale delle 
cellule dendritiche, in modo da poter individuare possibili candidati per trial clinici 
oncologici basati sull’utilizzo di cellule dendritiche. 
Inoltre la osservata compromissione della capacità di indurre una efficiente proliferazione e 
attivazione dei linfociti T, e quindi una efficace risposta immunitaria anti-tumorale, da parte 
delle MoDC in vitro orienta verso il non utilizzo di DC autologhe in pazienti affetti da cancro 
colon-rettale, in particolare di quelli in stadio avanzato di malattia, per lo sviluppo di vaccini 
anti-tumorali. 
Inoltre recentemente è stata proposta una classificazione immunologica dei pazienti con 
CRC, basata sulla densità e la localizzazione delle cellule immunitarie (in particolare dei 
linfociti T) all’interno del tumore, che ha un valore prognostico superiore alla classificazione 
TNM [73]. Sulla base dei nostri risultati la valutazione delle cellule dendritiche a livello 
sistemico e locale potrebbe fornire un ulteriore parametro utile per la classificazione dei 
pazienti affetti da CRC basata sull’immune score. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. BIBLIOGRAFIA 
Bibliografia 
73 
 
1. Chung-Faye GA, Kerr DJ, Young LS, et al. Gene therapy strategies for colon cancer. 
Mol Med Today. 2000;6:82-7. 
2. Gill S, Blackstock AW, Goldberg RM. Colorectal cancer. Mayo Clin Proc. 2007;82:114-
29. 
3. Zeh HJ, Stavely-O'Carroll K, et al. Vaccines for colorectal cancer. Trends Mol Med. 
2001;7:307-13. 
4. Lund EK, Belshaw NJ, Elliott GO, et al. Recent advances in understanding the role of 
diet and obesity in the development of colorectal cancer. Proc Nutr Soc. 2011;70:194-
204. 
5. Migliore L, Migheli F, Spisni R, et al. Genetics, cytogenetics, and epigenetics of 
colorectal cancer. J Biomed Biotechnol. 2011;2011:792362. 
6. Leslie A, Carey FA, Pratt NR, et al. The colorectal adenoma-carcinoma sequence. Br J 
Surg. 2002;89:845-60. 
7. Hanahan D, Weinberg RA. The hallmarks of cancer. Cell. 2000;100:57-70. 
8. Tetsu O, McCormick F. Beta-catenin regulates expression of cyclin D1 in colon 
carcinoma cells. Nature. 1999;398:422-6. 
9. Fodde R, Smits R, Clevers H. APC, signal transduction and genetic instability in 
colorectal cancer. Nat Rev Cancer. 2001;1:55-67. 
10. Sparks AB, Morin PJ, Vogelstein B, et al. Mutational analysis of the APC/beta-
catenin/Tcf pathway in colorectal cancer. Cancer Res. 1998;58:1130-4. 
11. Bourne HR, Wrischnik L, Kenyon C. Ras proteins. Some signal developments. Nature. 
1990;348:678-9. 
12. King JE, Dozois RR, Lindor NM, et al. Care of patients and their families with familial 
adenomatous polyposis. Mayo Clin Proc. 2000;75:57-67. 
13. Rashid A, Zahurak M, Goodman SN, et al. Genetic epidemiology of mutated K-ras 
proto-oncogene, altered suppressor genes, and microsatellite instability in colorectal 
adenomas. Gut. 1999;44:826-33. 
14. Lane DP. Cancer. p53, guardian of the genome. Nature. 1992;358:15-6. 
15. Duffy MJ, van Dalen A, Haglund C, et al. Tumour markers in colorectal cancer: 
European Group on Tumour Markers (EGTM) guidelines for clinical use. Eur J 
Cancer. 2007;43:1348-60. 
Bibliografia 
74 
 
16. Locker GY, Hamilton S, Harris J, et al. ASCO 2006 update of recommendations for the 
use of tumor markers in gastrointestinal cancer. J Clin Oncol. 2006;24:5313-27. 
17. Haug U, Brenner H. New stool test for colorectal cancer screening: a systematic 
review focusing on performance characteristics and practicalness. Int J Cancer. 
2005;117:169-76. 
18. Imperiale T, Ransohoff D, Itzkowitz SH, et al. Faecal DNA versus faecal occult blood 
for colorectal-cancer screening in an average risk population. N Engl J Med. 
2004;351:2704-14. 
19. Failli A, Consolini R, Legitimo A, et al. Evaluation of in vitro cytotoxicity of 
oxaliplatin and 5-fluorouracil in human colon cancer cell lines: combination versus 
sequential exposure. J Biol Regul Homeost Agents. 2011;25:575-88. 
20. Spisni R, Failli A, Orsini G, et al. [Colorectal cancer: tissutal explantation and primary 
cell culture]. Ann Ital Chir. 2009;80:211-7. 
21. Lenahan C, Avigan D. Dendritic cell defects in patients with cancer: mechanisms and 
significance. Breast Cancer Res. 2006;8:101. 
22. Bennaceur K, Chapman JA, Touraine JL, et al. Immunosuppressive networks in the 
tumour environment and their effect in dendritic cells. Biochim Biophys Acta. 
2009;1795:16-24. 
23. Fricke I, Gabrilovich DI. Dendritic cells and tumor microenvironment: a dangerous 
liaison. Immunol Invest. 2006;35:459-83. 
24. Liotta LA, Kohn EC. The microenvironment of the tumour-host interface. Nature. 
2001;411:375-9. 
25. Aloysius MM, Takhar A, Robins A, et al. Dendritic cell biology, dysfunction and 
immunotherapy in gastrointestinal cancers. Surgeon. 2006;4:195-210. 
26. Degli-Esposti MA, Smyth MJ. Close encounters of different kinds: dendritic cells and 
NK cells take centre stage. Nat Rev Immunol. 2005;5:112-24. 
27. Hartgers FC, Figdor CG, Adema GJ. Towards a molecular understanding of dendritic 
cell immunobiology. Immunol Today. 2000;21:542-5. 
28. Merad M, Manz MG. Dendritic cell homeostasis. Blood. 2009;113:3418-27. 
29. Rescigno M. Before they were gut dendritic cells. Immunity. 2009;31:454-6. 
30. Upham JW, Lundahl J, Liang H, et al. Simplified quantitation of myeloid dendritic 
cells in peripheral blood using flow cytometry. Cytometry. 2000;40:50-9. 
Bibliografia 
75 
 
31. Reizis B. Regulation of plasmacytoid dendritic cell development. Curr Opin Immunol. 
2010;22:206-11. 
32. Jing Y, Shaheen E, Drake RR, et al. Aging is associated with a numerical and 
functional decline in plasmacytoid dendritic cells, whereas myeloid dendritic cells are 
relatively unaltered in human peripheral blood. Hum Immunol. 2009;70:777-84. 
33. Schettini J, Mukherjee P. Physiological role of plasmacytoid dendritic cells and their 
potential use in cancer immunity. Clin Dev Immunol. 2008;2008:106321. 
34. Stockwin LH, McGonagle D, Martin IG, et al. Dendritic cells: immunological sentinels 
with a central role in health and disease. Immunol Cell Biol. 2000;78:91-102. 
35. Ranieri E. Dall’autoimmunità al cancro: una questione di doppia identità. Giornale 
Italiano di Nefrologia. 2005; 22:140-51. 
36. Schäkel K. Dendritic cells--why can they help and hurt us. Exp Dermatol. 2009;18:264-
73. 
37. Steinman RM, Cohn ZA. Identification of a novel cell type in peripheral lymphoid 
organs of mice. I. Morphology, quantitation, tissue distribution. J Exp Med. 
1973;137:1142-62. 
38. Wan H, Dupasquier M. Dendritic cells in vivo and in vitro. Cell Mol Immunol. 
2005;2:28-35. 
39. Melief CJ. Cancer immunotherapy by dendritic cells. Immunity. 2008;29:372-83. 
40. Dalerba P, Maccalli C, Casati C, et al. Immunology and immunotherapy of colorectal 
cancer. Crit Rev Oncol Hematol. 2003;46:33-57. 
41. Burgdorf SK, Fischer A, Myschetzky PS, et al. Clinical responses in patients with 
advanced colorectal cancer to a dendritic cell based vaccine. Oncol Rep. 2008;20:1305-
11. 
42. Mann DL, Celluzzi CM, Hankey KG, et al. Combining conventional therapies with 
intratumoral injection of autologous dendritic cells and activated T cells to treat 
patients with advanced cancers. Ann N Y Acad Sci. 2009;1174:41-50. 
43. Koos D, Josephs SF, Alexandrescu DT, et al. Tumor vaccines in 2010: need for 
integration. Cell Immunol. 2010;263:138-47. 
44. Gabrilovich DI, Corak J, Ciernik IF, et al. Decreased antigen presentation by dendritic 
cells in patients with breast cancer. Clin Cancer Res. 1997;3:483-90. 
Bibliografia 
76 
 
45. Ishida T, Oyama T, Carbone DP, et al. Defective function of Langerhans cells in 
tumor-bearing animals is the result of defective maturation from hemopoietic 
progenitors. J Immunol. 1998;161: 4842-51. 
46. Della Bella S, Gennaro M, Vaccari M, et al. Altered maturation of peripheral blood 
dendritic cells in patients with breast cancer. Br J Cancer. 2003;89:1463-72. 
47. Pinzon-Charry A, Maxwell T, López JA. Dendritic cell dysfunction in cancer: a 
mechanism for immunosuppression. Immunol Cell Biol. 2005;83:451-61. 
48. Wolf AM, Wolf D, Steurer M, et al. Increase of regulatory T cells in the peripheral 
blood of cancer patients. Clin Cancer Res. 2003;9:606-12. 
49. Beyer M, Schultze JL. Regulatory T cells in cancer. Blood. 2006;108:804-11. 
50. Ghiringhelli F, Puig PE, Roux S, et al. Tumor cells convert immature myeloid 
dendritic cells into TGF-beta-secreting cells inducing CD4+CD25+ regulatory T cell 
proliferation. J Exp Med. 2005;202:919-29. 
51. McCarter MD, Baumgartner J, Escobar GA, et al. Immunosuppressive dendritic and 
regulatory T cells are upregulated in melanoma patients. Ann Surg Oncol. 
2007;14:2854-60. 
52. Pinzon-Charry A, Ho CS, Laherty R, et al. A population of HLA-DR+ immature cells 
accumulates in the blood dendritic cell compartment of patients with different types 
of cancer. Neoplasia. 2005;7:1112-22. 
53. Ormandy LA, Farber A, Cantz T, et al. Direct ex vivo analysis of dendritic cells in 
patients with hepatocellular carcinoma. World J Gastroenterol. 2006;12:3275-82. 
54. Ormandy LA, Hillemann T, Wedemeyer H, et al. Increased populations of regulatory 
T cells in peripheral blood of patients with hepatocellular carcinoma. Cancer Res. 
2005;65:2457-64. 
55. Sakakura K, Chikamatsu K, Takahashi K, et al. Maturation of circulating dendritic 
cells and imbalance of T-cell subsets in patients with squamous cell carcinoma of the 
head and neck. Cancer Immunol Immunother. 2006;55:151-9. 
56. Sciarra A, Lichtner M, Autran GA, et al. Characterization of circulating blood 
dendritic cell subsets DC123+ (lymphoid) and DC11C+ (myeloid) in prostate 
adenocarcinoma patients. Prostate. 2007;67:1-7. 
Bibliografia 
77 
 
57. Hasebe H, Nagayama H, Sato K, et al. Dysfunctional regulation of the development of 
monocyte-derived dendritic cells in cancer patients. Biomed Pharmacother. 2000;54:291-
8. 
58. Baier PK, Wolff-Vorbeck G, Eggstein S, et al. Cytokine expression in colon carcinoma. 
Anticancer Res. 2005;25:2135-9. 
59. Gianotti L, Sargenti M, Galbiati F, et al. Phenotype and function of dendritic cells and 
T-lymphocyte polarization in the human colonic mucosa and adenocarcinoma. Eur J 
Surg Oncol. 2008;34:883-9. 
60. Schwaab T, Weiss JE, Schned AR, et al. Dendritic cell infiltration in colon cancer. J 
Immunother. 2001;24:130-7. 
61. Huang A, Gilmour JW, Imami N, et al. Increased serum transforming growth factor-
β1 in human colorectal cancer correlates with reduced circulating dendritic cells and 
increased colonic Langerhans cell infiltration. Clin Exp Immunol. 2003;134:270-8. 
62. Suzuki A, Masuda A, Nagata H, et al. Mature dendritic cells make clusters with T cells 
in the invasive margin of colorectal carcinoma. J Pathol. 2002;196:37-43. 
63. Yuan A, Steigen SE, Goll R, et al. Dendritic cell infiltration pattern along the colorectal 
adenoma-carcinoma sequence. APMIS. 2008;116:445-56. 
64. Sandel MH, Dadabayev AR, Menon AG, et al. Prognostic value of tumor-infiltrating 
dendritic cells in colorectal cancer: role of maturation status and intratumoral 
localization. Clin Cancer Res. 2005;11:2576-82. 
65. Bellik L, Gerlini G, Parenti A, et al. Role of conventional treatments on circulating and 
monocyte-derived dendritic cells in colorectal cancer. Clin Immunol. 2006;121:74-80. 
66. Orsini G, Legitimo A, Failli A, et al. Enumeration of human peripheral blood dendritic 
cells throughout the life. Int Immunol. 2012. [Epub ahead of print]. 
67. Legitimo A, Consolini R, Failli A, et al. In vitro treatment of monocytes with 8-
methoxypsolaren and ultraviolet A light induces dendritic cells with a tolerogenic 
phenotype. Clin Exp Immunol. 2007;148:564-72. 
68. Orsini G, Failli A, Legitimo A, et al. Zoledronic acid modulates maturation of human 
monocyte-derived dendritic cells. Exp Biol Med (Maywood). 2011;236:1420-6. 
69. Galon J, Fridman WH, Pagès F. The adaptive immunologic microenvironment in 
colorectal cancer: a novel perspective. Cancer Res. 2007;67:1883-6. 
Bibliografia 
78 
 
70. Oved K, Eden E, Akerman M, et al. Predicting and controlling the reactivity of 
immune cell populations against cancer. Mol Syst Biol. 2009;5:265. 
71. Mlecnik B, Bindea G, Pagès F, et al. Tumor immunosurveillance in human cancers. 
Cancer Metastasis Rev. 2011;30:5-12. 
72. Mlecnik B, Tosolini M, Kirilovsky A, et al. Histopathologic-based prognostic factors of 
colorectal cancers are associated with the state of the local immune reaction. J Clin 
Oncol. 2011;29:610-8. 
73. Bindea G, Mlecnik B, Fridman WH, et al. The prognostic impact of anti-cancer 
immune response: a novel classification of cancer patients. Semin Immunopathol. 
2011;33:335-40. 
74. Marigo I, Dolcetti L, Serafini P, et al. Tumor-induced tolerance and immune 
suppression by myeloid derived suppressor cells. Immunol Rev. 2008;222:162-79. 
75. Gabrilovich D. Mechanisms and functional significance of tumour-induced dendritic-
cell defects. Nat Rev Immunol. 2004;4:941-52. 
76. Sica A, Bronte V. Altered macrophage differentiation and immune dysfunction in 
tumor development. J Clin Invest. 2007;117:1155-66. 
77. Fainaru O, Almog N, Yung CW, et al. Tumor growth and angiogenesis are dependent 
on the presence of immature dendritic cells. FASEB J. 2009;24:1411-8. 
78. Gabrilovich D, Ishida T, Oyama T, et al. Vascular endothelial growth factor inhibits 
the development of dendritic cells and dramatically affects the differentiation of 
multiple hematopoietic lineages in vivo. Blood. 1998;92:4150-66. 
79. Conejo-Garcia JR, Benencia F, Courreges MC, et al. Tumor-infiltrating dendritic cell 
precursors recruited by a beta-defensin contribute to vasculogenesis under the 
influence of VEGF-A. Nat Med. 2004;10:950-8. 
80. Coukos G, Benencia F, Buckanovich RJ, et al. The role of dendritic cell precursors in 
tumour vasculogenesis. Br J Cancer. 2005;92:1182-7. 
81. Fainaru O, Adini A, Benny O, et al. Dendritic cells support angiogenesis and promote 
lesion growth in a murine model of endometriosis. FASEB J. 2008;22:522-9. 
82. Nencioni A, Grünebach F, Schmidt SM, et al. The use of dendritic cells in cancer 
immunotherapy. Crit Rev Oncol Hematol. 2008;65:191-9. 
83. Camus M, Tosolini M, Mlecnik B, et al. Coordination of intratumoral immune reaction 
and human colorectal cancer recurrence. Cancer Res. 2009;69:2685-93. 
Bibliografia 
79 
 
84. Hartmann E, Wollenberg B, Rothenfusser S, et al. Identification and functional 
analysis of tumor-infiltrating plasmacytoid dendritic cells in head and neck cancer. 
Cancer Res. 2003;63:6478-87. 
85. Ratta M, Fagnoni F, Curti A, et al. Dendritic cells are functionally defective in multiple 
myeloma: the role of interleukin-6. Blood. 2002;100:230-7. 
86. Brimnes MK, Vangsted AJ, Knudsen LM, et al. Increased level of both CD4+FOXP3+ 
regulatory T cells and CD14+HLA-DR⁻/low myeloid-derived suppressor cells and 
decreased level of dendritic cells inpatients with multiple myeloma. Scand J Immunol. 
2010;72:540-7. 
87. Hoffmann TK, Müller-Berghaus J, Ferris RL, et al. Alterations in the frequency of 
dendritic cell subsets in the peripheral circulation of patients with squamous cell 
carcinomas of the head and neck. Clin Cancer Res. 2002;8:1787-93. 
88. Yanagimoto H, Takai S, Satoi S, et al. Impaired function of circulating dendritic cells 
in patients with pancreatic cancer. Clin Immunol. 2005;114:52-60. 
89. Wilkinson R, Kassianos AJ, Swindle P, et al. Numerical and functional assessment of 
blood dendritic cells in prostate cancer patients. Prostate. 2006;66:180-92. 
90. Lissoni P, Malugani F, Bonfanti A, et al. Abnormally enhanced blood concentrations 
of vascular endothelial growth factor (VEGF) in metastatic cancer patients and their 
relation to circulating dendritic cells, IL-12 and endothelin-1. J Biol Regul Homeost 
Agents. 2001;15:140-4. 
91. Beckebaum S, Zhang X, Chen X, et al. Increased levels of interleukin-10 in serum from 
patients with hepatocellular carcinoma correlate with profound numerical 
deficiencies and immature phenotype of circulating dendritic cell subsets. Clin Cancer 
Res. 2004;10:7260-9. 
92. Zanoni I, Granucci F. Differences in lipopolysaccharide-induced signalling between 
conventional dendritic cells and macrophages. Immunobiology. 2010;215:709-12. 
93. Palucka K, Ueno H, Zurawski G, et al. Building on dendritic cell subsets to improve 
cancer vaccines. Curr Opin Immunol. 2010;22:258-63. 
94. Klechevsky E, Morita R, Liu M, et al. Functional specializations of human epidermal 
Langerhans cells and CD14+ dermal dendritic cells. Immunity. 2008;29:497-510. 
95. Schmid MC, Varner JA. Myeloid cells in the tumor microenvironment: modulation of 
tumor angiogenesis and tumor inflammation. J Oncol. 2010;2010:201026. 
Bibliografia 
80 
 
96. Zanoni I, Ostuni R, Capuano G, et al. CD14 regulates the dendritic cell life cycle after 
LPS exposure through NFAT activation. Nature. 2009;460:264-8. 
97. Rimoldi M, Chieppa M, Salucci V, et al. Intestinal immune homeostasis is regulated 
by the crosstalk between epithelial cells and dendritic cells. Nat Immunol. 2005;6:507-
14. 
98. Corthay A. How do regulatory T cells work? Scand J Immunol. 2009;70:326-36. 
99. Mazzolini G, Murillo O, Atorrasagasti C, et al. Immunotherapy and immunoescape in 
colorectal cancer. World J Gastroenterol. 2007;13:5822-31. 
100. Lanzavecchia A, Sallusto F. Regulation of T cell immunity by dendritic cells. Cell. 
2001;106:263-6. 
101. Colombo MP, Vagliani M, Spreafico F, et al. Amount of interleukin 12 available at the 
tumor site is critical for tumor regression. Cancer Res. 1996;56:2531-4. 
102. Joffre O, Nolte MA, Spörri R, et al. Inflammatory signals in dendritic cell activation 
and the induction of adaptive immunity. Immunol Rev. 2009;227:234-47. 
103. Blanco P, Palucka AK, Pascual V, et al. Dendritic cells and cytokines in human 
inflammatory and autoimmune diseases. Cytokine Growth Factor Rev. 2008;19:41-52. 
104. Serafini P, Borrello I, Bronte V. Myeloid suppressor cells in cancer: recruitment, 
phenotype, properties, and mechanisms of immune suppression. Semin Cancer Biol. 
2006;16:53-65. 
105. McGeachy MJ, Cua DJ. Th17 cell differentiation: the long and winding road. 
Immunity. 2008;28:445-53. 
106. Sato K, Kawasaki H, Nagayama H, et al. TGF-beta 1 reciprocally controls chemotaxis 
of human peripheral blood monocyte-derived dendritic cells via chemokine 
receptors. J Immunol. 2000;164:2285-95. 
107. Nagorsen D, Voigt S, Berg E, et al. Tumor-infiltrating macrophages and dendritic cells 
in human colorectal cancer: relation to local regulatory T cells, systemic T-cell 
response against tumor-associated antigens and survival. J Transl Med. 2007;5:62. 
108. Enk AH, Jonuleit H, Saloga J, et al. Dendritic cells as mediators of tumor-induced 
tolerance in metastatic melanoma. Int J Cancer. 1997;73:309-16. 
109. Onishi H, Morisaki T, Baba E, et al. Dysfunctional and short-lived subsets in 
monocyte-derived dendritic cells from patients with advanced cancer. Clin Immunol. 
2002;105:286-95. 
Bibliografia 
81 
 
110. Roy S, Goswami S, Bose A, et al. Defective dendritic cell generation from monocytes is 
a potential reason for poor therapeutic efficacy of interferon α2b (IFNα2b) in cervical 
cancer. Transl Res. 2011;158:200-13. 
111. Sylla P, Kirman I, Whelan RL. Immunological advantages of advanced laparoscopy. 
Surg Clin North Am. 2005;85:1-18, vii. 
112. Dionigi R. Chirurgia. Basi teoriche e Chirurgia generale. 2006. IV Edizione. Ed. 
Elsevier Masson. 
113. Steelman LS, Pohnert SC, Shelton JG, et al. JAK/STAT, Raf/MEK/ERK, PI3K/Akt and 
BCR-ABL in cell cycle progression and leukemogenesis. Leukemia. 2004;18:189-218. 
